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Schnelle und präzise Reaktionen auf extra- und intrazelluläre Signale sind essentiell für das 
Überleben von Zellen. Diese werden durch ein komplexes Netzwerk von 
Signaltransduktionswegen integriert und koordiniert. Ein Signalprotein, welches Abschnitte 
dieses Netzwerks reguliert, ist die kleine GTPase Ras. Diese stellt einen binären molekularen 
Schalter dar, der im inaktiven GDP-gebundenen und aktiven GTP-gebundenen Zustand 
vorkommt. Ras kann durch eine Vielzahl extra- und intrazellulärer Stimuli und ihre Analoga 
aktiviert werden, wobei die Regulation der Ras-Aktivität durch Guaninnukleotid-
Austauschfaktoren (GEFs) und GTPase-aktivierende Proteine (GAPs) erfolgt. Der 
Phorbolester und das DAG-Analogon TPA stellt einen dieser Stimuli dar, für den eine 
Vielzahl an zum Teil exklusiven Mechanismen der Ras-Aktivierung vorgeschlagen wurde. So 
gehen einige Arbeitsgruppen davon aus, dass TPA zur RasGAP-Hemmung führt, wogegen 
andere eine RasGRP- oder Sos-vermittelte erhöhte Guaninnukleotid-Austausch-Rate am Ras 
nach TPA-Behandlung beobachteten. Untersuchungen, dass TPA zur Transaktivierung des 
EGFR führt, bestärkten die Annahme, dass der RasGEF Sos die TPA-induzierte Ras-
Aktivierung vermittelt. Jedoch ist es schwierig eine RasGEF-Stimulation mit den Daten zu 
vereinen, die demonstrieren, dass dominant negatives N17-Ras die TPA-induzierte Ras- und 
Erk-Aktivierung nicht beeinträchtigt. Auch wurde bisher noch keine Verbindung zwischen 
TPA und der Inaktivierung von RasGAP gefunden. 
In dieser Arbeit wurde daher der Mechanismus der TPA-induzierten Ras-Aktivierung in 
COS7-Zellen näher untersucht und es konnte demonstriert werden, dass TPA-Stimulation in 
der Freisetzung von endogenen EGF-Liganden und in einer PKC-abhängigen Aktivierung des 
EGFR-Signalweges und von Ras und Erk resultierte. Erstmalig konnte demonstriert werden, 
dass zwar die basale Ras-Aktivität abhängig vom EGFR und der HB-EGF-Freisetzung ist, die 
Aktivierung von Ras nach TPA-Behandlung dagegen nicht durch den EGFR und HB-EGF 
vermittelt wurde. Weiterhin konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass TPA-Stimulation zur 
Bildung von ROS führte, die in einer Inhibierung von Protein-Tyrosin-Phosphatasen 
resultierte. Die ROS-Bildung mündete zudem in einer EGFR-Aktivierung, die jedoch nicht 
die Ras-Aktivierung nach TPA-Behandlung bedingte. Die Untersuchungen der EGFR-, HB-
EGF- und ROS-Hemmung entkoppeln somit den EGFR von der TPA-induzierten Ras-
Aktivierung. Auch belegen die Beobachtungen, dass die EGFR-, Ras- und Erk-Aktivierung 




indes nicht vermittelt, eindeutig, dass die Ras-Aktivierung und die Aktivierung des EGFR-
Signalweges parallel ablaufende Ereignisse sind, die reine Koinzidenzen darstellen. Welcher 
Signalweg durch die TPA-bedingte EGFR-Phosphorylierung aktiviert wird, konnte sodann in 
weiteren Experimenten zum ersten Mal gezeigt werden, als TPA-Stimulation zu PKC-, 
EGFR- und PI3-Kinase-abhängiger Akt-Phosphorylierung am Serin 473 führte. Als 
Vermittler der TPA-induzierten Ras- und Erk-Aktivierung kommen dagegen nur PKC in 
Frage, da diese nicht basales RasGTP, jedoch TPA-induziertes hemmen. Wie Ras nach TPA-
Stimulation aktiviert wird, konnte jedoch nicht weiter aufgeklärt werden. Es ist nur bekannt, 
dass TPA den Guaninnukleotid-Austausch am Ras erhöht, was jedoch nicht durch N17-Ras zu 
hemmen ist. Eine mögliche Verbindung zwischen TPA und Ras könnte phosphoryliertes Sos 
darstellen. Sos zeigt nach TPA-Stimulation einen mobility shift in SDS-PAA-Gelen, der 
EGFR-unabhängig und PKC-abhängig ist. Somit folgt dieser dem gleichen Muster wie die 
TPA-induzierte Ras- und Erk-Aktivierung. Möglicherweise zeigt phosphoryliertes Sos eine 
verringerte Affinität für N17-Ras oder es ist in anderen Membrandomänen lokalisiert als N17-
Ras und kann daher auch den Guaninnukleotid-Austausch am Ras im Hintergrund einer N17-
Ras-Expression erhöhen Diesen Vermutungen sollte mit weiteren Untersuchungen 






Über Jahrmillionen entwickelte sich auf der Erde Leben vom einzelligen Bakterium bis hin 
zum multizellulären Organismus wie dem des Säugetiers. Diese Entwicklung war nur 
möglich, da Zellen die Fähigkeit besitzen, auf eine Vielzahl von extra- wie auch 
intrazellulären Signalen schnell und präzise zu reagieren. Hierbei werden die Antworten 
durch ein Netzwerk von Signalübertragungswegen integriert und koordiniert. Sie stellen dabei 
den Austausch und die Übertragung der Information zwischen verschiedenen Geweben, 
Zellen und den Zellkompartimenten sicher. So werden Signale zwischen den Zellen durch 
sezernierte Proteine, wie Hormone, Wachtumsfaktoren, Zytokine und innerhalb der Zelle zum 
Beispiel durch kleine Botenstoffe, wie zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) 
übertragen. Diese Liganden binden daraufhin an ihren „Rezeptor“, aktivieren ihn und geben 
dabei die Information in bzw. durch die Zelle weiter, was in einer Zellantwort, wie Apoptose, 
Proliferation, Differenzierung oder Migration, resultieren kann. Die Wichtigkeit der 
Signaltransduktion für die Zelle und ihre Umgebung spiegelt sich dabei im hohen Anteil der 
Gene für signalübertragende Proteine im Genom wider. 
Heute nimmt man an, dass 12% der humanen Gene für Proteine codieren, die in die 
Signaltransduktion involviert sind [1]. Die Moleküle der Signalübertragung arbeiten dabei in 
einer gesunden Zelle gut aufeinander abgestimmt. Wichtig hierfür sind z.B. die richtige 
zeitlich-räumliche Lokalisation und eine strikt geregelte Aktivierung/Inaktivierung der 
Proteine. Eine veränderte Lokalisation oder eine verlängerte bzw. verkürzte Aktivierung eines 
Signalproteins können verheerende Folgen für die Zellfunktion haben. So führt eine Mutation 
im epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor(EGFR)-Gen zu verlängerter Aktivierung des 
exprimierten EGFR-Protein [2, 3]. Dies mündet in einem verstärkten Signalfluss, was 
wiederum in erhöhter Genexpression und Zellproliferation resultiert. Letzteres ist eine der 
Voraussetzungen für die Entstehung von Krebs [4]. Diese und weitere Studien an 
Karzinomen, welche EGFR-Überexpression [5] und autokrine EGFR-Stimulation [6] 
offenbarten, lieferten den Beweis, dass das EGFR-Gen ein Proto-Onkogen ist.  
Ein weiteres Proto-Onkogen, das in Säugetieren exprimiert wird und 
Signaltransduktionsaktivität besitzt, ist die kleine GTPase Ras (von Rat-Sarkoma). Ras gehört 
zu den am häufigsten aktivierten Onkogenen in Tumoren und war eines der ersten Onkogene, 
die mit humanem Krebs in Zusammenhang gebracht werden konnten. Die Funktion der Ras-




Signalwege der Zelle dar. Ras agiert hier als binärer molekularer Schalter. Dabei ist Ras nicht 
das einzige Protein mit diesem Charakteristikum. Die Forschung fand in den zwanzig Jahren 
nach der Entdeckung von Ras eine Vielzahl von Proteinen, die Gemeinsamkeiten mit Ras 
aufweisen. Diese Proteine teilen die Eigenschaft, dass sie Guaninnukleotid-bindende Proteine 
(GNBP) darstellen. Es wird geschätzt, dass in einer eukaryotischen Zelle bis zu 150 GNBPs 
exprimiert werden, die in heterotrimere G-Proteine, Ras-verwandte Proteine, Faktoren der 
Proteinsynthese und weitere weniger abundante Familien unterteilt werden [7]. Die Ras-
verwandten Proteine werden in der Ras-Superfamilie der monomeren kleinen GTPasen 
zusammengefasst. 
 
2.1. Die Ras -Superfamilie der monomeren kleinen GTPasen 
 
Die Mitglieder dieser Familie kommen, im Gegensatz zu den im Komplex auftretenden 
heterotrimeren G-Proteinen, als Guanin-Nukleotid bindende Monomere vor. Mit einem 
Molekulargewicht von 20-35 kDa sind sie, verglichen mit den heterotrimeren G-Proteinen, 
klein und werden daher als „kleine GTPasen“ bezeichnet. Allen Mitgliedern dieser 
Superfamilie ist gemein, dass sie eine hohe Affinität für GDP/GTP (Bindekonstanten von bis 
zu 1011M-1) besitzen und als binäre molekulare Schalter in der Zelle fungieren. Zudem weisen 
viele der „kleinen GTPasen“ eine geringe intrinsische GDP/GTP-Austausch- und GTP-
Hydrolyse-Rate [7].  
Die Ras-Superfamilie der monomeren kleinen GTPasen umfasst in menschlichen Zellen mehr 
als 150 Mitglieder, mit während der Evolution konservierten Orthologen in S.cerevisiae, 
S.pombe, Dictyostlium, D.melanogaster, Pflanzen and C.elegans, die aufgrund ihrer Struktur, 
Funktion und Sequenzähnlichkeiten in Subfamilien unterteilt werden [8].  
Die Ras-Subfamilie reguliert Proliferation, Differentiation und das Überleben der Zelle [9]. 
Die Ran-Subfamilie ist essentiell für den nukleo-zytoplasmatischen Transport von Proteinen 
und RNAs, nuclear envelope-Bildung und Assemblierung des mitotischen Spindelapparates 
[10-13]. Die Organisation des Actin-Zytoskeletts wird durch die Proteine der Rho-Familie 
reguliert [14, 15]. GTPasen der Rho-Subfamilie sind wie Ras an der Regulation des 
Zellzykluses in der G1 Phase beteiligt [16]. Die größte Subfamilie der Ras-Superfamilie stellt 
die der Rab-Proteine dar. Diese umfasst in Säugetier-Zellen mehr als 60 Rab-Proteine. Ihre 
Aufgabe ist, wie auch die der Sar1/Arf-Subfamilie, die Regulation des intrazellulären 




unbekannt. Experimente mit Gem in S.cerevisiae gaben einen ersten Hinweis, dass diese 
Proteine an der Neuordnung des Aktin-Zytoskeletts beteiligt sein könnten. Zudem konnte in 
Neuroblastoma-Zellen gezeigt werden, dass Gem die Neuriten-Retraktion, die durch 
Aktivierung von ROCK I ausgelöst wird, umkehren kann [17]. 
 
2.1.1. Struktur der kleinen GTPasen 
 
Vergleiche der Aminosäuresequenzen der Ras-Protein-Superfamilie verschiedenartiger 
Spezies konnten zeigen, dass die Primärstrukturen konserviert sind und die Homologie 
untereinander zwischen 30-55% beträgt. Innerhalb der Ras-Subfamilie teilen die Proteine eine 
relativ hohe Aminosäure-Identität von 50-55%, wogegen die Rho- und Rab-Proteine nur zu 
etwa 30 % mit den Aminosäuresequenzen der Ras-Proteine übereinstimmen [18, 19]. 
Der Ras-Superfamilie ist eine Domäne eigen, die als grundlegende Funktion die Nukleotid-
Bindung und –Hydrolyse ausführt. Diese ungefähr 20 kDa große Domäne, auch G-Domäne 
genannt, zeigt unter den kleinen GTPasen universelle Struktur und einen universellen 
Schaltmechanismus. Kristallographische und NMR-Analysen der GTPasen H-, N-Ras, 
Rap2A, Ran, Arf1, Rab3 und 7, RhoA und Rac1 offenbarten, dass die G-Domäne dieser 
Mitglieder der Ras-Superfamilie fünf konservierte Motive besitzen [20]. Diese sind für die 
GDP/GTP- und Effektor-Bindung und somit für die Funktion der GTPase essentiell. 
Beginnend am N-Terminus sei zuerst das GXXXXGKS/T-Motiv genannt. Dieser Bereich 
wird auch als P-Loop (phosphate binding loop) bezeichnet, weil in dieser Region die 
Aminosäuren für die Bindung des β,γ-Phosphats des Guanin-Nukleotids liegen. Das zweite 
konservierte Motiv liegt in der switch I Region und besteht nur aus einem Threonin. Die 
Spezifität für Guanin wird durch das dritte konservierte Motiv, DXXG, sichergestellt. Hinzu 
kommt, dass das N/TKXD-Motiv mit der Nukleotid-Base wechselwirkt. Das SAK-Motiv 
sorgt zusammen mit DXXG für Guanin-Spezifität. Die Tertiärstruktur der G-Domäne und die 

















Abbildung 1: Struktur der G-Domäne von Ha-Ras
A: Tertiärstruktur der G-Domäne von Ha-Ras mit seinen 5 konservierten Regionen
B: Blick in die Guaninnukleotid-Bindestelle von Ha-Ras
Rot: GXXXXGKS/T-Motiv (P-loop), Grün: switch I mit T35, Hellblau: DXXG-Motiv, Blau: Switch II, Gelb: NKXD-
Motiv, Lila: SAK-Motiv, Orange: GDP, Magnesium als blaue Kugel (Mg) dargestellt; G-Domäne aus 1Q21.pdb unter 
Zuhilfenahme von PyMol dargestellt.  
 
2.1.2. Posttranslationale Modifikationen der kleinen GTPasen 
 
Für ihre komplette physiologische Funktionalität benötigt die Mehrzahl der Ras-Superfamilie 
Proteine ein weiteres Charakteristikum. Hierbei handelt es sich um mit Lipiden 
posttranslational modifizierte Aminosäurereste. Durch die lipid-bedingte individuell erhöhte 
Hydrophobizität der Proteine assoziieren diese mit den für ihre biologische Aktivität 
wichtigen Membrantypen, wie Golgi- und Plasmamembran. Zudem wird durch diese 
Modifikationen die korrekte subzelluläre Lokalisation dieser Signalproteine sichergestellt. Die 
Modifizierungen zeigen unter den GTPasen wesentliche Unterschiede. So wird Arf N-
terminal am Glycin mit einem Myristoyl-Rest [21] und Ras-, Rap- und Rab-Proteine C-
terminal modifiziert. Die C-terminalen Modifikationen werden in fünf verschiedene Gruppen 
unterteilt, die in Abbildung 2 dargestellt sind. Ran, Sar1, Miro, und Rit benötigen dagegen 
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Abbildung 2: Die C-terminalen Regionen der Ras-Proteine  können in fünf Gruppen unterteilt werden:
1.) Ha-und N-Ras werden palmitoyliert und farnesyliert, die kurze sich C-terminal anschließende Sequenz AAX wird 
proteolytisch entfernt und das nun C-terminale Cystein wird carboxymethyliert. 2.) Ki-Ras wird in derselben Art 
modifiziert wie Ha-und N-Ras, allerdings besitzt es eine polybasische Region vor dem C-terminalen Cystein anstatt des 
palmitoylierten Cysteins. 3.) Rap1 wird geranylgeranyliert, das kurze C-terminale Peptid AAL/P wird proteolytisch
entfernt und das C-terminale Cystein wird carboxymethyliert. Rap1 besitzt wie Ki-Ras eine polybasische Region. 4.)
Rab3A besitzt zwei Cysteine die geranylgeranyliert sind und das C-terminale ist carboxymethyliert. 5.) In Rab1 ist die 
Cys-Cys-Sequenz geranylgeranyliert, das C-terminale Cys ist carboxymethyliert. P: Palmitoylierung, F: Farnesylierung, 
G: Geranylgeranylierung; OCH3: Methylierung, +: polybasische Region, A: aliphatische Aminosäure, X: irgendeine 
Aminosäure  
 
Am Beispiel von Ras sei ein posttranslationaler Modifizierungsprozeß demonstriert. Zuerst 
befestigt die zytoplasmatisch lokalisierte Farnesyltransferase eine Farnesylgruppe am Cystein 
des CAAX-Motivs [22]. Diese stabile Modifikation führt zur Lokalisation von Ras in der dem 
Zytoplasma zugewandten Seite des Endoplasmatischen Retikulums (ER). Die hier lokalisierte 
Endopeptidase Rce1 (Ras and a-factor converting enzyme) entfernt das Tripeptid AAX [23, 
24]. Anschließend wird die α-Carboxyl-Gruppe des nun C-terminalen Farnesyl-Cysteins 
durch die Icmt (Isoprenylcystein-Carboxyl-Methyltransferase) mit Hilfe von S-
Adenosylmethionin methyliert [25, 26]. Um zur Plasmamembran zu gelangen, nehmen die 
Ras-Isoformen zwei verschiedene Wege. Ras besitzt dafür Isoform-spezifische 
Membranzielsequenzen, die direkt N-terminal vom farnesylierten Cystein liegen. H- und N-
Ras werden am/an Cystein/en durch die Ras-Palmitoyl-Transferase palmitoyliert [27, 28] und 




[29, 30]. Zudem wurde kürzlich entdeckt, dass ein permanenter Zyklus an De- und 
Reacylierung die spezifische Lokalisation von palmitoylierten Ras-Isoformen an der 
Plasmamembran und am Golgi-Apparat erklärt und den schnellen Austausch zwischen beiden 
Protein-Pools antreibt [31]. Nach Depalmitoylierung von posttranslational modifizierten Ras, 
kommt es zu einer schnellen Neuverteilung des noch farnesylierten Ras auf alle zellulären 
Membranen, wobei die Repalmitoylierung am Golgi-Apparat erfolgt und Ras wieder über 
exozytotische Mechanismen zur Plasmamembran gelangt [31]. K-Ras, welches eine 
polybasische Sequenz anstelle von Cysteinen besitzt, umgeht den Golgi und erreicht die 
Plasmamembran durch einen noch nicht entschlüsselten Mechanismus. Allerdings wurden 
einige Mechanismen für den K-Ras Transport angeboten. Eine Publikation zeigt, dass die 
polybasische Sequenz von K-Ras ausreicht, um eine Diffusion des Proteins vom ER entlang 
eines elektrostatischen Grandienten zur negativ geladenen Plasmamembran anzutreiben [32]. 
Eine weitere Möglichkeit wäre ein Mikrotubuli-abhängiger Prozess des Ki-Ras-Transports zur 
Plasmamembran, da Ki-Ras in vitro mit Mikrotubuli interagieren kann, wenn es prenyliert 
und methyliert ist [33]. 
 
2.1.3. Regulation der kleinen GTPasen 
 
Die kleinen GTPasen kommen in zwei verschiedenen Zuständen vor, dem inaktiven, GDP-
gebundenen, und dem aktivem, GTP-gebundenem. Die Umwandlung vom inaktiven in den 
aktiven Zustand wird dabei durch die Guaninnukleotid-Austauschfaktoren (GEF) vermittelt. 
Diese beschleunigen die Freisetzung des gebundenen Guaninnukleotids von der GDP/GTP-
Bindestelle der GTPase. Sobald das Guaninnukleotid von Ras dissoziiert, wird GTP aufgrund 
seiner 50-fach höheren intrazellulären Konzentration gegenüber GDP und der hohen Affinität 
zur GTPase die GDP/GTP-Bindestelle besetzen [34]. Die GTP-Bindung führt daraufhin zu 
Konformationsänderungen in den switch I- und II-Regionen, wobei das Effektor-Binde-Motiv 
exponiert wird [35-37]. Nun kann die aktive GTPase mit Effektoren assoziieren und das 
Signal an Zielproteine weitergeben. Unter Effektoren versteht man Proteine, die sehr viel 
stärker mit der GTP-gebundenen Form wechselwirken als mit der GDP-gebundenen der Ras-
verwandten GTPase [38]. 
Zur Terminierung der Signalweiterleitung muss das Protein wieder in den inaktiven, GDP-
gebundenen Zustand übergehen. Jede GTPase besitzt dafür eine intrinsische Hydrolase-




stark unter den verschiedenen GTPasen und ist zudem ein langsamer Prozeß mit einer 
Halbwertzeit im Minuten- bis Stundenbereich. Somit würde der Zelle die Möglichkeit 
genommen werden, schnell und adäquat auf sich ändernde extra- wie auch intrazelluläre 
Signale zu reagieren. Hilfe bieten hier GTPase aktivierende Proteine (GAP), welche die 
intrinsische Hydrolase-Aktivität drastisch erhöhen können (Halbwertzeit von Millisekunden 
bis Sekunden) und eine strikt geregelte Signalweitergabe sicherstellen [39]. Die erhöhte 
Hydrolase-Aktivität führt schließlich zur Spaltung von GTP zu GDP und Pi , was in der 
Dissoziation des GTPase/Effektor-Komplexes und einer Beendigung der Signalweitergabe 
resultiert. Die Regulation des GDP/GTP-Zykluses von Ras durch RasGEF und RasGAP ist 
schematisch in Abbildung 3 gezeigt. 
 
 
Abbildung 3: Schematischer Überblick der Regulation des GDP/GTP-Zykluses von Ras
Ras kann durch eine Vielzahl extrazellulärer Stimuli aktiviert werden. Vermittelt wird dies durch verschiedene Proteine, 
wie die Rezeptortyrosinkinasen (RTK), G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR), Integrine und second messenger, wie 
Diacylglycerol (DAG), Ca2+ und cAMP und ihre Analoga. Der Zyklus zwischen inaktivem Ras-GDP und aktivem Ras-
GTP wird durch verschiedene gewebetypische Ras-Guaninnukleotid-Austausch-Faktoren (RasGEF; hellblau) und Ras-
GTPase-aktivierende Proteine (RasGAP; rosa) reguliert. Aktives Ras interagiert mit seinen Effektoren und stellt somit 
eine kontrollierte Signalweitergabe sicher.  
 
Das koordinierte Zusammenspiel von GEF und GAP reguliert somit die Aktivität der GTPase. 
Abweichungen in dieser Balance können schwerwiegende Folgen für die Zelle haben. So 
führt zum einen der Verlust von beiden Allelen des Ras-GAP NF-1 zur Entwicklung maligner 




und 61 von Ha-Ras transformierend, da diese die intrinsische GTPase-Aktivität von Ha-Ras 
stark verringern und somit das aktivierte Ha-Ras länger mit Effektoren interagieren kann, was 
einer verlängerten Signalweitergabe gleichkommt [41]. Mutierte Formen der drei humanen 
Ras-Gene wurden in circa 30% aller humanen Krebsarten gefunden. Besonders häufig sind 
Ras-Gen-Mutationen in Karzinomen der Pankreas (90%), des Dickdarms (50%) und der 
Lunge (10%) [10]. 
Mitglieder der Rab- und Rho-Familie werden zudem durch eine weitere Gruppe von 
Proteinen reguliert, die als Guaninnukleotid-Dissoziations-Inhibitoren (GDI) bezeichnet 
werden. Rho- und Rab-GDI sind dabei aktiv an allen Rho/Rac/Cdc42- und Rab-Proteinen. 
Ihre Aufgabe ist das Verbergen des Prenylrestes der Rho- und Rab-Proteine, die daraufhin im 
GDP-beladenen inaktiven Zustand im Zytoplasma verbleiben [42]. Die Dissoziation von Rab-
GDI und endosomalen Rab-GTPasen wird katalysiert durch einen GDI-Dissoziations-Faktor 
(GDF) [43]. Zudem wurde vor kurzem auch ein GDF für Rho entdeckt. Für Rab9 dient das 
Protein Yip3/Pra1 und für RhoA der intrazelluläre Teil des Neurotrophin-Rezeptors als GDF 
[44, 45]. 
 
2.2. Die Ras-Subfamilie 
 
Die Ras-Subfamilie zählt heute 36 Mitglieder. Zu ihnen gehören unter anderem Ha-, N- und 
Ki-Ras, die Rap- und Ral-Proteine, R-Ras, TC21, M-Ras, Rit, Rin und Rheb. Die Rap-
Proteine zeigen eine Beteiligung an verschiedenen Prozessen, beginnend von der Modulation 
von Wachstum und Differentiation bis zur Integrin-vermittelten Zelladhäsion und –
morphogenese [46]. Ral-Proteine stellen wichtige Komponenten für das Durchlaufen des 
Zellzykluses und die Ras-abhängige onkogene Transformation dar [47, 48]. R-Ras/TC21/M-
Ras tragen ebenfalls zur Zellzyklus-Progression bei [49, 50]. Rheb wurde in genetischen 
Screens mit D.melanogaster als Wachstumspromotor identifiziert. Weiterhin zeigten 
Überexpressions- und RNA-Interferenz-Experimente eine Funktion von Rheb im G1-S-
Phase-Übergang [51, 52]. Die noch recht unerforschten Mitglieder Rerg, Noey2 und D-Ras 
scheinen als Tumorsuppressoren zu wirken [8]. Die Proteine Ha-, N- und Ki-Ras, ihre 






2.2.1. Ha-,N- und Ki-Ras 
 
In Säugerzellen werden drei Ras-Gene exprimiert. Deren Promotoren besitzen einen hohen 
GC-Gehalt ohne TATA-Motiv, was charakteristisch für housekeeping-Gene ist. Regionen, 
welche die ras-Expression kontrollieren, findet man in den 5´-Bereichen der Gene und im 
ersten Intron der drei Ras-Gene [53, 54]. Zudem wurde eine negative Regulation der Ras-
Expression in C.elegans durch Mikro-RNA entdeckt, was vermuten lässt, dass vielleicht auch 
in Säugerzellen die Ras-Expression durch Mikro-RNA reguliert wird [55]. Die drei Ras-Gene 
kodieren für vier Ras-Proteine, Ha-, N-Ras und Ki-Ras4A/4B, welche 188/189 Aminosäuren 
lang und etwa 21 kDa schwer sind. Alternatives Spleißen des vierten Exons vom K-Ras-Gen 
führt zur Expression von K-Ras4A und 4B, die sich allein in den letzten 25 Aminosäureresten 
des C-Terminus unterscheiden [56]. Die verschiedenen Aminosäuresequenzen der Ras-
Proteine in der C-terminal gelegenen hypervariablen Region führen zu isoform-spezifischer 
Membranlokalisation der Ras-Proteine. Ki-Ras4B ist unabhängig vom Aktivierungszustand in 
non-rafts-Mikrodomänen der Plasmamembran anzutreffen. Ha-Ras befindet sich dagegen in 
einem vom Aktivierungzustand abhängigen dynamischen Gleichgewicht zwischen lipid- und 
non-rafts. Im GDP-beladenen Zustand findet man circa 50% des zellulären Ha-Ras in lipid-
rafts. Nach Aktivierung kommt es zur Verschiebung der Ha-Ras-Verteilung von lipid-rafts zu 
non-rafts [57, 58]. Überexpression von Green fluorescent protein(GFP)-markiertem Ha-, N- 
und Ki-Ras zeigte, dass alle Isoformen an der Plasmamembran, Ha- und N-Ras allerdings 
auch im Golgi-Apparat auffindbar sind [29].  
Knockout-Mäuse von Ras zeigen isoform-spezifische Phänotypen. K-Ras knockouts sind nicht 
lebensfähig. Sie sterben zwischen Tag 12 und 14 ihrer embryonalen Entwicklung an fötalen 
Leberdefekten und Anämie [59, 60]. Mäuse, die kein N-Ras exprimieren, sind lebensfähig, 
zeigen aber beeinträchtigte antivirale Immunantwort und T-Zell-Funktion [61, 62]und Ha-Ras 
knockouts zeigen keinen veränderten Phänotyp. Zudem sind Ha-Ras und N-Ras für die 
Entwicklung und Fertilität der Maus nicht essentiell [63]. 
 
2.2.2. Guaninnukleotid Austauschfaktoren (GEF) für Ras  
 
Zurzeit sind vier Klassen an GEFs für Ras bekannt, Sos1/2, RasGRP1-4, RasGRF1/2 und 
CNrasGEF (siehe Abbildung 3) [243]. Dabei sind allen Austauschfaktoren der Ras-Proteine 




(Ras exchange motif)-Motiv und die Cdc25-Domäne, welche nach dem ersten entdeckten 
GEF für Ras in S.cerevisiae benannt wurde. Der Großteil der RasGEF befindet sich in einer 
unstimulierten Zelle im Zytoplasma, weit entfernt vom Zielprotein Ras, welches an der 
Plasmamembran oder an Golgi-Membranen lokalisiert ist. Nur eine geringe Menge an 
RasGEF stellt den Austausch am Ras und dessen lebenserhaltene Signalweitergabe der Zelle 
sicher. Verschiedene Stimuli führen zu GEF-Rekrutierung an die Membranen und in die Nähe 
des Substrates Ras, an dem sie anschließend den Guaninnukleotid-Austausch katalysieren 
können [9]. 
Für die Rezeptor-Tyrosin-Kinase (RTK) abhängige Aktivierung von Ras ist der GEF Sos 
zuständig. Dieser ubiquitär exprimierte Austauschfaktor kommt im Komplex mit dem 
Adapterprotein Grb2 vor, welches über seine SH2-Domänen an phosphorylierte Tyrosine 
bindet und so Sos zur Plasmamembran rekrutiert. Sos zeigt Austauschaktivität für Ha-, N-, M-
Ras und Ki-Ras4A/4B [64]. Zudem besitzt Sos wie auch RasGRF eine DH- (Dbl-homologe) 
Domäne, welche die Nukleotidaustausch-Domäne für Rho-Proteine darstellt. Sos und 
RasGRF können demzufolge die GTP-Beladung von Ras- und Rho-GTPasen koordinieren. 
Die GEFs Ras-GRF1/2, die hauptsächlich nur im Nervengewebe exprimiert werden, zeichnen 
sich dadurch aus, dass sie zusätzlich zum REM-Motiv und zur Cdc25-Domäne eine IQ- 
(Ilimaquinon)Domäne besitzen, über die RasGRF Ca2+/Calmodulin binden kann. Obwohl klar 
ist, dass die Austauschaktivität dieser Proteine durch Ca2+ reguliert wird, ist der genaue 
Mechanismus noch unbekannt. Interessanterweise hängt die RasGRF1-Austauschaktivität 
stark von der Bindung von Ca2+/Calmodulin an das IQ-Motiv ab, wogegen RasGRF2 trotz 
einer Deletion des IQ-Motivs immer noch Ras aktivieren kann [65, 66].  
Eine weitere Gruppe von GEF wird nicht nur durch Ca2+ reguliert, sondern auch durch 
Diacylglycerol. Es handelt sich hierbei um die Ras-GRP-Proteine, die großteils im Gehirn und 
hämatopoietischen Zellen exprimiert werden. Eine nähere Betrachtung der RasGRP-Proteine 
erfolgt in Abschnitt 2.3.2. Der zur vierten Gruppe der GEF gehörende CNrasGEF wird im 
Gehirn exprimiert und bindet zyklisches AMP (cAMP) oder cGMP über seine cNMP-
Bindedomäne. In vivo führt eine Erhöhung des cAMP-Spiegels zur Ras-Aktivierung in 
Abhängigkeit von CNrasGEF. In vitro konnte dagegen keine cAMP-abhängige Erhöhung der 




2.2.3. GTPase aktivierende Proteine (GAP) für Ras 
 
Das erste entdeckte und charakterisierte GAP war p120RasGAP. Es zeigt Aktivität gegenüber 
Ha-, N-, Ki- und R-Ras und interagiert dabei wie die Effektoren mit der switch I-Region von 
RasGTP [68, 69]. p120RasGAP besteht aus einer C-terminalen RasGAP-Domäne, zwei Src-
Homology 2 (SH2)-Domänen, die eine Src-Homology 3 (SH3)-Domäne flankieren, einer 
Pleckstrin Homology (PH)- und einer C2-Domäne. Hierbei sind die SH2-und SH3-Domänen 
erforderlich für die komplette Aktivität von p120RasGAP [70]. Das lässt vermuten, dass 
dieses GAP mit anderen Proteinen wechselwirken muss, um die Hydrolyse von RasGTP zu 
stimulieren. Interaktionen mit dem PDGF-, EGF-Rezeptor, dem Protein p62Dok und dem 
p190RhoGAP sind beschrieben worden [71-74]. 
Das neben p120RasGAP häufigste GAP ist Neurofibromin. Es enthält eine Domäne, die den 
katalytischen Domänen von p120RasGAP und Ira1/2, zwei RasGAP aus S.cerevisiae, 
homolog ist. Der Verlust der Allele für Neurofibromin hat schwerwiegende Folgen. Er führt 
zu einer Erhöhung und Verlängerung des RasGTP-Signals, wie es oft in Tumorzellen 
gefunden wird. Im Phänotyp äußert sich der NF1-Verlust in der Ausbildung gut- und 
bösartiger Tumore, was nahelegt, dass NF1 ein Tumorsuppressorgen ist [40, 75]. Weitere 
GTPase aktivierende Proteine wie GAP1m, CAPRI (Ca2+-promoted Ras inactivator), 
Gap1IP4BP, GAP1m p98GAP, GAPIII und p135SYNGAP seien hier nur erwähnt [76]. 
 
2.2.4. Aktivierung von Ras durch Rezeptor-Tyrosin-Kinasen 
 
Ras wird durch verschiedene Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTK), wie Insulin-, PDGF-, EGF-
Rezeptor, Flt3 oder TrkA aktiviert. Am Beispiel des EGF-Rezeptors sei diese Aktivierung 
erklärt. Zuerst kommt es zur Bindung von EGF an die extrazelluläre Domäne des EGF-
Rezeptors, was zur Dimerisierung des Rezeptors und Stimulierung seiner intrazellulären 
Tyrosinkinaseaktivität führt. Anschließend autophosphoryliert die RTK sich an Tyrosinen. An 
diese binden Proteine mit Src-Homologie 2 (SH2)- oder Phosphotyrosin-bindenden (PTB)- 
Domänen, die eine hohe Affinität für phosphorylierte Tyrosine besitzen. Hierbei handelt es 
sich z.B. um Phosphatasen, Untereinheiten der PI3-Kinase, Phospholipasen C und 
Adaptorproteine wie Shc oder Grb2. Shc wird anschließend durch die Bindung an den EGFR 
tyrosinphosphoryliert und dient somit auch als Bindestelle für das Adaptorprotein Grb2. 




diese Weise resultiert die Aktivierung der RTK in einer Rekrutierung des GEF Sos an die 
Plasmamembran. Da Ras aufgrund seiner posttranslationalen Modifizierungen ebenfalls in der 
Plasmamembran vertreten ist und nun eine verstärkte Nähe von Sos zu Ras vorliegt, kommt es 
zur Erhöhung des Nukleotidaustausches an Ras, was in einer Ras-Aktivierung mündet [77-
81]. Das aktive Ras ist nun in der Lage mit Effektoren zu wechselwirken und das Signal 
koordiniert weiterzugeben.  
 
2.2.5. Ras und seine Effektoren 
 
Für verschiedene Säuger-Proteine konnte gezeigt werden, dass sie Ras GTP-abhängig über 
die Effektor-Domäne in der switch I-Region von Ras binden können. Zu ihnen gehören die 
Raf-Proteine, Mitglieder der RalGDS-Familie, die katalytischen Untereinheiten der PI(3)-
Kinasen, AF-6, Nore1, MEKK1, Rin1, PKCζ, Tiam1 und PLCε  [82, 83]. Sie alle besitzen 
unterschiedliche Funktionen, wobei einige als Adaptorproteine, wie AF6 und Nore1, oder als 
GEF, wie RalGDS (für Ral), Rin1 (für Rab5) und Tiam1 (für Rac), fungieren. Andere 
wiederum, wie die Raf- und PI(3)-Kinasen, sind in der Lage, Proteine oder Lipide zu 
phosphorylieren. Am besten charakterisiert sind die Effektoren Raf, RalGDS und PI(3)-
Kinasen, wobei im Rahmen dieser Arbeit nur auf Raf eingegangen werden soll. Ein kleiner 








Abbildung 4: Schematischer Überblick über die Effektoren von Ras und ihre Signalweitergabe
RasGTP kann an seine Effektoren über deren Ras-Binde-Domänen (RBD) oder Ras-Assoziations (RA)-Domänen
binden. Die Effektoren leiten das Ras vermittelte Signal durch die Zelle weiter und so kommt es zu vielfältigen 
zellulären Ereignissen, wie z.B. Transkription, Apoptose, Zellzyklus-Progression und Zellmotilität.  
 
2.2.6. Die Ras-Erk-Kaskade 
 
Wie in Abbildung 4 zu sehen, führt die Bindung von RasGTP an die Raf-Kinase zur 
Signalweitergabe über MEK zu Erk, was in verschiedenen zellulären Antworten resultieren 
kann. Jedoch ist die Signaltransduktion von Ras zu Erk ein komplex geregeltes Netzwerk, an 
dem eine Vielzahl von Proteinen beteiligt ist. Zur Gruppe der Raf-Proteine zählen A-Raf, B-
Raf und C-Raf (auch Raf-1 genannt), die alle einen ähnlichen Aufbau mit drei konservierten 
Regionen (CR1-3-Domäne) teilen [84]. RasGTP bindet direkt an die N-terminal gelegene 
Ras-Binde-Domäne (RBD) von Raf, aber es ist auch in der Lage, mit der Cystein-reichen 
Domäne (CRD) in der CR1-Domäne unabhängig vom GDP/GTP-Zustand, zu wechselwirken. 
Die Bindung von Raf an Ras führt zur Rekrutierung von Raf aus dem Zytoplasma an die 




Rekrutierung ist sehr komplex, da die verschiedenen Ras-Isoformen unterschiedliche 
Bindungsaffinitäten für die RBD der einzelnen Raf-Proteine und differierende 
Membranlokalisationen aufweisen [89]. 
Eine Regulation der Raf-Aktivierung wird durch verschiedene Phosphorylierungen erreicht. 
Inaktivierende Phosphorylierungen werden durch die cAMP-abhängige Proteinkinase A 
(PKA) und Akt vermittelt. C-Raf wird am S43, S233, S259 durch PKA und ebenso am S259 
durch Akt phosphoryliert. Hierbei führen die Phosphorylierungen zu verschiedenen 
Interaktionen mit anderen Proteinen [90, 91]. S43-Phosphorylierung scheint die Bindung von 
Ras und dem N-Terminus von Raf sterisch zu behindern [92]. Die Regulation der Bindung 
von Raf an Ras wird zudem durch die Serin-Phosphorylierungs-abhängigen dimeren 
Adaptor/Scaffold-Proteine der 14-3-3 Proteine erreicht, die an die CR2-Domäne von C-Raf 
binden, wenn S233 und S259 am C-Raf phosphoryliert sind. Dabei kommt es zur 
Beeinträchtigung der Ras/Raf-Interaktion. Für den Fall S259 kann RasGTP in vitro 14-3-3 
von der CR2-Domäne verdrängen, in vivo dagegen wird 14-3-3 aufgrund der 
Dephosphorylierung von S259 durch die Protein-Phosphatase 2A (PP2A) von C-Raf 
dissoziieren [93, 94]. Für die Aktivierung benötigt C-Raf Phosphorylierungen an fünf 
Aminosäuren innerhalb seiner Kinase-Domäne. Zu ihnen gehören S338, Y341, T491, S491 
und S621. Die Kinasen, die diese Reste phosphorylieren sind weitgehend unbekannt. PAK1 
kann zwar C-Raf in vitro am S338 phosphorylieren, doch stehen dieser Beobachtung weitere 
Veröffentlichungen in vivo gegenüber, in denen die Wachstumsfaktor- und Ras-abhängige 
S338-Phosphorylierung nicht PAK-abhängig ist. Man konnte bisher nur feststellen, dass Src 
Y341 phosphorylieren kann [95]. 
Die Aktivierung von C-Raf und A-Raf folgt einem ähnlichen Mechanismus, da beide über die 
gleichen konservierten fünf Phosphorylierungsstellen verfügen [96]. B-Raf dagegen besitzt 
kein Tyrosin ähnlich dem Y341 in C-Raf. Dafür ist diese Position mit einem Aspartat (D448) 
besetzt, was dazu führt, das B-Raf in dieser Region eine konstante negative Ladung aufweist, 
die in erhöhter Basalaktivität von B-Raf gegenüber A-und C-Raf resultiert. Es scheint zudem, 
dass für die B-Raf-Aktivierung die alleinige Rekrutierung von B-Raf durch Ras an die 
Plasmamembran ausreicht [97]. 
Für C-Raf wurden einige Substrate bzw. Interaktionen, wie z.B. mit der CDC25C-
Phosphatase, mit dem BCL2-assoziierten Athanogene-1 (BAG), beschrieben, jedoch scheint 





MEK1 wird durch die aktivierten Raf-Proteine an den Serinen 217 und 221 phosphoryliert 
und aktiviert [98-100]. Dabei zeigen die Raf-Isoformen unterschiedliche Effizienz der MEK-
Phosphorylierung. In Zellfraktionierung-Studien wurde gezeigt, dass B-Raf und nicht C-Raf 
die MEK-Kinase darstellt [101, 102]. Beide MEK-Proteine sind dualspezifische Kinasen und 
phosphorylieren Erk1/2. Die Phosphorylierungsstellen für Erk1 sind T202 und Y204 [103, 
104]. Durch Phosphorylierung aktiviert und homodimerisiert, können Erk1/2 ihre Substrate 
phosphorylieren. Dies geschieht entweder im Zytoplasma, wie z.B. für Sos, p90Rsk2 und 
PLA2 oder nach Translokation der aktivierten Erk in den Nukleus, wo z.B. Elk-1, Ets-2, 
C/EBP oder SMAD phosphoryliert werden können [105, 106]. Der Transkriptionsfaktor Elk1 
wird am Serin 383 phosphoryliert, ist beteiligt an der Bildung eines ternären Komplexes am 
Serum-Response-Element (SRE) und potenziert dadurch die transkriptionelle Aktivität der 
ternary complex factors, die an fos-Promotoren binden. Die Dimerisierung von basischen 
Leuzin-Zipper-Proteinen der Jun- bzw. Fos-Familie führt zur Bildung des Activator Protein-1 
(AP-1), welches die Transkription verschiedener Gene reguliert. Zu diesen Genen zählen 
cyclin D1, p53 und indirekt p21Cip1 [105, 107, 108]. 
 
2.3. Der Phorbolester 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-Acetat (TPA)  
 
TPA ist das meist benutzte Mitglied der Phorbolester, welche wiederum die am häufigsten 
verwendeten Tumorpromotoren in Untersuchungen zur Karzinogenese sind. Isoliert wurde 
dieser polyzyklische Ester aus dem Öl der Crotonpflanze (Euphorbiaceae) und seine 
tumorfördernden Eigenschaften wurden zuerst in Versuchen mit Mäusen untersucht und 
beschrieben [109, 110]). Die Eigenschaften der Phorbolester als potente Co-Karzinogene oder 
Tumor-Promotoren beruhen darauf, dass sie den second messenger Diacylglycerol (DAG) 
nachahmen, jedoch nicht metabolisiert werden und dadurch verschiedene Proteine aktivieren 
können. Es wurde lange angenommen, dass Proteinkinase C (PKC) den Hauptrezeptor für 
Phorbolester darstellt. Neuere Untersuchungen ergaben jedoch, dass es eine Reihe an neuen 
„Nichtkinase“-Phorbolester-Rezeptoren gibt, zu denen die RacGAPs der Chimärine, die 
RasGEF der RasGRP-Gruppe und die Proteine der Munc13-Gruppe, die essentiell für die 
Neurotransmitterfreisetzung sind, gehören [111]. Eine genauere Darstellung soll hier nur der 





2.3.1. Die Proteinkinase C- Familie 
 
Die ersten entdeckten Phorbolester-Rezeptoren waren die Mitglieder der PKC-Familie, 
welche aufgrund struktureller und biochemischer Eigenschaften in drei Gruppen unterteilt 
wurden, die klassischen, die neuen und die atypischen PKC. Die klassischen PKC (α, β1, β2 
und γ) werden physiologisch durch DAG und Ca2+ reguliert, wogegen die neuen PKC (δ, ε, η 
und θ) durch DAG aktiviert werden, aber kein Ca2+ binden können. Sowohl DAG als auch 
Ca2+ zeigen demgegenüber bei den atypischen PKC (ζ und λ/ι) keinen Effekt [112]. Die 
Domäne für die erforderliche DAG/TPA-Bindung stellt die C1-Domäne, ein Motiv von 50-51 
Aminosäuren lokalisiert im regulatorischen Bereich am N-Terminus der PKC, dar. Diese ist 
reich an Cysteinen und besitzt das Motiv HX12CX2CX13/14CX2CX4HX2CX7C. Abhängig von 
der PKC-Isoform besteht die C1-Domäne aus einer (atypische PKC) oder zwei (klassische 
und neue PKC) Zink-Finger-ähnlichen Wiederholung/en, die zwei Histidine und fünf 
Cysteine beinhalten, die für die genaue Koordination von zwei Zn2+-Ionen wichtig sind. Ohne 
diese Aminosäuren und die zwei Zn2+-Ionen wäre eine Ligandenbindung unmöglich. Nur die 
einzelne C1-Domäne der atypischen PKC bindet kein DAG/TPA und ihre Funktion ist 
unbekannt [112, 113]. Die Domänenstrukturen der PKC-Isoformen sind in Abbildung 5 
gezeigt. 
Neusynthetisierte PKC assoziieren in einer offenen Konformation mit zellulären Membranen, 
in der die Pseudosubstratsequenz die Substratbindestelle freigibt und in der der C-Terminus 
exponiert wird, was eine PDK-1 Bindung erlaubt. PDK-1 phosphoryliert daraufhin die PKC 
im activation loop und dissoziiert anschließend vom C-Terminus, welcher nach Zugang zur 
Substratbindestelle durch intramolekulare Mechanismen autophosphoryliert wird. Die 
phosphorylierte PKC dissoziiert in das Zytosol und wird dort durch Bindung der 
Pseudosubstratsequenz an die Substrat-Bindestelle in einer inaktiven Konformation gehalten. 
Bindet nun ein Ligand an die C1- oder C2-Domäne, führt dies zur Translokation der PKC an 
Zellmembranen, was zur Freisetzung des Pseudosubstrates von der Substrat-Bindestelle führt 
und eine Substratbindung und Phosphorylierung erlaubt. [112, 114, 115]. 
Für die Translokation und Aktivierung der neuen PKC ist die DAG/TPA-Bindung 
ausreichend, die klassischen PKC benötigen dagegen für ihre komplette Aktivierung neben 
der DAG-Bindung auch Ca2+ und saure Phospholipide, wie Phosphatidylserin, welches die 
Membranassoziation der PKC verstärkt [112]. Wie die räumliche Verteilung der PKC in der 
Zelle erreicht wird, ist unbekannt. Man geht davon aus, dass isoform-spezifische 




sind. Die räumliche Organisation von PKC und ihren upstream-Aktivatoren (Syndecan-4), 
Substraten (STICKs und RACKs) oder dem Zytoskelettprotein Aktin wird durch diese PKC-
Bindeproteine reguliert. Neue Untersuchungen lassen auf weitere Protein-Protein-
Interaktionen und mögliche PKC-Scaffoldproteine schließen, denn es konnte demonstriert 




Abbildung 5: Domänenstruktur der Mitglieder der Proteinkinase C-Familie
Primärstrukturen der drei Klassen der PKC-Isoformen. Alle Isoformen besitzen eine regulatorische, eine konservierte 
katalytische Domäne (dunkelgrün) und eine C-terminale Region, die zwei konservierte Phosphorylierungsstellen, das 
turn und das hydrophobe Motiv enthalten (hellgrün; in atypischen PKC okkupiert ein Glutamat-Rest die Phospho-
Akzeptor-Seite). Zudem besitzen alle PKC eine Phospho-Akzeptor-Seite in der katalytischen Domäne, der „activation
loop“, welcher durch PDK-1 phosphoryliert wird. Die PKC-Isozyme variieren in ihren regulatorischen Domänen, in der 
die Bereiche liegen, die für die Membranassoziation essentiell sind. Alle PKC-Isoformen besitzen eine Pseudosubstrat-
Sequenz (blau), die N-terminal der C1-Domäne (orange) liegt, welche DAG/Phorbolester bindet und dadurch PKC zu 
zellulären Membranen rekrutiert. Atypische PKC binden kein DAG/PE über ihre C1-Domäne. Die C2-Domäne der 
klassischen PKC dient als Ca2+-und Phospholipid-Sensor, die neue C2-Domäne bindet dagegen phosphorylierte Tyrosine
und keine Phospholipide und Ca2+.  
 
In dem für diese Arbeit wichtigen Ras/Raf/MEK/Erk-Signalweg konnte eine Involvierung 
von PKC demonstriert werden, da Phorbolester-Behandlung zur Erk-Aktivierung führte und 
konsequenterweise Zellantworten wie Differentiation und Proliferation auslöste [117-119]. 
Ein direkterer Beweis für die Beteiligung der PKC an diesem Signalweg kam von 
Forschungsgruppen, die darlegen konnten, dass Raf durch PKC phosphoryliert und die Raf-
Kinase-Aktivität stimuliert wird [120-124]. Die Autoren der letztgenannten Veröffentlichung 
gehen davon aus, dass Ras oberhalb von PKCε im Erk-Signalweg liegt und PKCε seine 
onkogene Aktivität durch erhöhte Raf-1-Aktivierung ausübt. Demgegenüber steht eine Arbeit, 




dass dominant negatives Ras die Aktivierung von Raf-1 durch PKC nicht blockierte und 
schlossen daraus, dass die Aktivierung von Ras durch PKC über andere Mechanismen 
verläuft als die RTK-abhängige Ras-Aktivierung [125].  
 
2.3.2. Die RasGRP-Familie 
 
Zu dieser Gruppe gehören RasGRP1-4 sowie eine kürzere Spleißvariante von RasGRP2, 
CalDAG-GEFI genannt. RasGRP1 wurde als erstes Protein dieser Familie bei der Suche nach 
Proteinen entdeckt, die Fibroblasten transformieren können [126]. Es besitzt, wie alle 
Mitglieder der RasGRP-Familie beginnend vom N-Terminus ein Ras-exchange-Motif (REM), 
eine RasGEF-Domäne, zwei EF-Hände und eine C1-Domäne.  
Die Bindung von DAG an die cysteinreiche C1-Domäne ist essentiell für die Funktion von 
RasGRP1, da sie die Rekrutierung des GEF zu Zellmembranen bzw. die Nähe zum Substrat 
Ras sicherstellt. Ca2+ wird durch ein Paar atypischer EF-Hände im RasGRP1 gebunden, 
jedoch ist der Einfluß dieser Bindung auf die RasGRP1-Austauschaktivität von weit 
geringerem Ausmaß als die DAG-Bindung. An der Plasmamembran lokalisiertes RasGRP1 
führt bei Ha- und R-Ras zur GTP-Beladung [126, 127]. Die prominentesten Funktionen von 
RasGRP1 stellen seine Wichtigkeit für die Thymozyten-Differentiation und die T-Zell-
Rezeptor(TCR)–Signalweitergabe dar [128, 129]. Zudem wurde eine Involvierung der PKC in 
die RasGRP1-Aktivität auf den Ras-Erk-Signalweg in T-Zellen entdeckt. Hierbei 
phosphoryliert die PKC RasGRP1 am Thr 184 und benötigt PKC-Aktivität, um aktiviert 
werden zu können [130]. 
CalDAG-GEFI, das zweite Mitglied der RasGRP-Gruppe, wird bevorzugt im Gehirn und in 
Blutzellen exprimiert und synergistisch durch DAG und Ca2+ reguliert. Es ist ein 
zytoplasmatisches Protein, das nach TPA-Stimulation an die Plasmamembran transloziert, 
aber den Guaninnukleotid-Austausch an Rap1A und N-Ras katalysiert. Experimente mit 
CalDAG-GEFI-knockout Mäusen ließen darauf schließen, dass dieses Protein essentiell für 
die Blutplättchenaggregation und Thrombus-Bildung ist [131, 132].  
RasGRP2 besitzt im Gegensatz zu den anderen RasGRP ein N-terminal gelegenes 
Acylierungs-Motiv, welches nach Myristoylierung und Palmitoylierung eine 
Plasmamembranassoziation von RasGRP2 bedingt. RasGRP2 bindet zudem, obwohl es eine 
C1-Domäne besitzt, kein DAG/TPA. Ca2+ führt zu Inhibierung statt zur Aktivierung der Ras-




RasGRP3 zeigt in etwa die gleichen Eigenschaften wie RasGRP1, jedoch katalysiert 
RasGRP3 bei weit mehr Ras-GTPasen den Nukleotidaustausch (Ha-, R-, M-Ras, TC21, 
Rap1A/B) und ist im Gegensatz zu RasGRP1 für die B-Zell-Rezeptor (BCR)-
Signalübertragung erforderlich [134, 135]. RasGRP3 wird von der neuen PKC θ am Thr133 
phosphoryliert, was für die Aktivierung des Ras-Erk Signalweges in B-Zellen essentiell ist 
[130]. 
RasGRP4 ist das zuletzt entdeckte Mitglied der Familie und wird nur in Mastzellen 
exprimiert. Sein Aktivierungsprozeß scheint dem von RasGRP1 und 3 ähnlich bzw. gleich zu 
sein. Allerdings besteht seine Funktion darin, den normalen Reifungsprozeß der Mastzellen 
auszulösen. Hierbei liegt RasGRP4 unterhalb des Stammzellrezeptors c-Kit und kann durch 
TPA-Behandlung eine Differentiation der Mastzellen auch ohne c-Kit-Aktivierung bewirken 
[136-139]. 
2.3.3. TPA und Ras 
 
Die in den letzten Abschnitten beschriebenen Interaktionspartner und Signalwege von Ras 
und dem Phorbolester TPA lassen vermuten, dass beide in gleichen oder ähnlichen 
Signalwegen involviert sind. So kann die konstitutiv aktive Form von Ras ebenso wie TPA 
zur Zelltransformation führen. Eine Aktivierung von Ras durch Phorbolester konnte jedoch 
nur in einer begrenzten Anzahl an Zelltypen, wie COS7-fibroblastenähnliche 
Nierenepithelzellen [125], T-Lymphozyten [140], quergestreiften Herzmuskelzellen [141, 
142], MCF-7 Brustkrebs-Zellen [143], T24-Blasentumorzellen [144]und Monozyten-
Vorläufer-Zellen [145] gezeigt werden. Diese kommt, wie schon in Abschnitt 1.1.3. 
beschrieben, durch das Zusammenspiel der Aktivitäten von RasGEF und RasGAP zustande, 
wobei eine RasGEF-Aktivierung oder eine RasGAP-Inhibierung das Gleichgewicht in 
Richtung Ras-Aktivierung verschieben können. Zudem spielt die basale 
Nukleotidaustauschrate am Ras eine entscheidende Rolle und diese variiert stark zwischen 
den verschiedenen Zelltypen. So weisen z.B. Leukozyten, im Gegensatz zu Rat-1 
Fibroblasten, einen hoch dynamischen RasGDP/GTP-Zyklus mit hoher resultierender basaler 
Nukleotidaustauschrate auf [78, 80, 140, 145]. Untersuchungen mit permeabilisierten T-
Lymphozyten demonstrierten, dass TPA Ras aktiviert, dies jedoch nicht durch Erhöhung des 
Nukleotidaustausches am Ras erfolgt. Dies führte zu der Vermutung, dass eine GAP-
Hemmung zusammen mit der hohen basalen Nukleotidaustauschrate am Ras die TPA 




für COS7-Fibroblasten und T24-Blasentumorzellen getroffen, in denen die TPA-induzierte 
Raf- und Erk-Aktivierung nicht durch das dominant negative Ras (S17N), welches Ras-
Austauschfaktoren blockiert, gehemmt wird [125, 144]. 
Demgegenüber wurde in quergestreiften Herzmuskelzellen und COS7-Fibroblasten eine 
Stimulation der GEF-Aktivität nachgewiesen [141]. Weiterhin stehen der TPA-induzierten 
RasGAP-Hemmung neue Veröffentlichungen gegenüber, in denen die Mitglieder der Ras-
GRP-Familie als Vermittler der TPA-ausgelösten Ras-Aktivierung in Lymphozyten 
charakterisiert wurden. Die TPA-induzierte RasGTP-Akkumulation in Herzmyozyten und 
COS7-Zellen wird allerdings nicht durch RasGRP-GEF vermittelt, da RasGRP in diesen 
Zelltypen nicht exprimiert wird (eigene Daten, persönliche Mitteilung von J.Stone). Somit 
muss ein weiteres RasGEF-System in diesen Zellen bestehen, welches den durch TPA-
ausgelösten erhöhten Nukleotidaustausch an Ras erklärt. Der Mechanismus, durch den die 
TPA-induzierte RasGTP-Akkumulation vermittelt wird, ist daher weitgehend ungeklärt. Es ist 
nur bekannt, dass in allen genannten Zelltypen die Phorbolester induzierte Ras-Aktivierung 




Die Signalweitergabe von der Zelloberfläche durch Aktivierung von Rezeptor-Tyrosin-
Kinasen führt durch die Adaptorproteine Shc/Grb2, den RasGEF Sos, Ras, Raf und MEK zur 
Aktivierung der Erk, die in erhöhter Zellproliferation resultieren kann. Daneben konnte auch 
gezeigt werden, dass Agonisten der G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCR) eine Erk-
Aktivierung [146] und Zellproliferation induzieren können [147]. Allerdings war die 
Verbindung zwischen den GPCR und der Erk lange ein Rätsel. Die Arbeitsgruppe um Axel 
Ullrich war die erste, die eine Involvierung des EGFR in die GPCR vermittelte Erk-
Aktivierung beobachtete. Stimulationen von Rat-1 Fibroblasten mit Lysophosphatidsäure 
(LPA), Thrombin und Endothelin-1 führten zur Tyrosinphosphorylierung vom EGFR und 
Erk-Aktivierung. Diese konnten durch den spezifischen EGFR-Inhibitor AG1478 und 
dominant-negativen EGFR blockiert werden, was auf eine wichtige Rolle des EGFR in der 
GPCR induzierten Stimulation der Erk-Kaskade hindeutete. Dieser Mechanismus wurde 
daraufhin RTK(EGFR)-Transaktivierung genannt [148]. Weitere Veröffentlichungen in 
diesem Gebiet erschienen und ihre Autoren interpretierten ihre Daten derart, dass nicht nur 




durch den viele Zelltypen die verschiedenen GPCR-Arten in die zelluläre Signaltransduktion 
integrieren [149-154]. 
Anfänglich ging man davon aus, dass die Transaktivierung des EGFR nach Stimulation mit 
GPCR-Agonisten oder Phorbolestern ligand-unabhängig abläuft. Es konnte jedoch gezeigt 
werden, dass es nach Stimulation der Zellen mit TPA oder GPCR-Agonisten zur Spaltung und 
Freisetzung von membranassoziierten EGF-Varianten wie heparinbindendem EGF (HB-EGF) 
kommt [155-157]. Diese binden daraufhin an den Rezeptor und aktivieren die EGFR-Erk-
Kaskade. Ein Schema des vorgeschlagenen Mechanismus` der Phorbolester-induzierten Ras-




Abbildung 6: Vorgeschlagenes Modell der Phorbolester-induzierten Ras-Aktivierung
Stimulation von Zellen mit dem Phorbolester TPA führt zur Rekrutierung der Proteinkinase C (PKC) zur 
Plasmamembran und deren Aktivierung. PKC phosphoryliert und aktiviert daraufhin eine Matrix-Metalloproteinase
(MMP), welche die Spaltung einer membrandurchspannenden latenten Form des EGFs, pro-HB-EGF, vermittelt. 
Freigesetztes HB-EGF kann nun an den EGF-Rezeptor binden und seine Signalkaskade auslösen, die in einer Ras-
Aktivierung mündet.   
 
Eine weitere Möglichkeit der Aktivierung von RTK kommt dadurch zustande, dass GPCR 
und TPA die Bildung von H2O2 und Reactive Oxygen Species (ROS) induzieren [158, 159]. 
Diese Radikale sind in der Lage das katalytische Cystein im aktiven Zentrum der Protein-
Tyrosin-Phosphatasen (PTP) zu oxidieren und eine transiente, reversible oder auch 
irreversible Inaktivierung von PTP zu erreichen, was die Tyrosin-Dephosphorylierung der 
RTK verhindert [160] und in Transaktivierung und verlängerter Signalweitergabe der RTK 
resultieren kann. 
In letzter Zeit gab es jedoch Zweifel an der Allgemeingültigkeit der Transaktivierung von 
RTK und ihrem Einfluß auf die Signaltransduktion. Diese beruhen auf Widersprüchen, die 




dass die Ras- und Erk-Aktivierung durch Agonisten der Gi-gekoppelten GPCR Pertussistoxin 
(PTX)-sensitiv sind [146, 161, 162], die LPA-induzierte HB-EGF-Freisetzung jedoch nicht 
durch PTX beeinflusst wird [156]. Hinzu kommt, dass die PTX-Sensitivität der EGFR-
Transaktivierung durch LPA kaum erkennbar ist [149]. Zudem ist die Aktivierung von Ras 
und Erk durch LPA in embryonalen Mausfibroblasten PTX-sensitiv, der EGFR wird auch 
durch LPA transaktiviert, er ist aber nicht essentiell für die LPA induzierte Ras- und Erk-
Aktivierung [163].  
Durch pharmakologische Untersuchungen des Nukleotid-Austausches an Ras konnte 
demonstriert werden, dass der EGFR eher eine permissive Rolle bei der LPA-induzierten Ras- 
und Erk-Aktivierung in COS7-Zellen und nicht die des Mediators, welche ihm von vielen 
Arbeitsgruppen zugeschrieben wurde, spielt [164]. Auch über eine Beteiligung der 
Transaktivierung des EGFR in der TPA-induzierten Ras-Aktivierung gibt es gegenteilige 
Meinungen. So führt TPA zur Phosphorylierung von EGFR und Shc in HEK293 und Rat1-
Zellen, jedoch mündet diese in den genannten Zellen nicht in einem erhöhten 
Nukleotidaustausch am Ras bzw. in einer Ras-Aktivierung [80, 155, 162, 165]. Da die TPA-
induzierte Erk-Aktivierung in COS7-Zellen nicht S17N-Ras-sensitiv ist, jedoch TPA in diesen 
Zellen eindeutig den Nukleotidaustausch am Ras erhöht, stellt sich die Frage, wie die in 




2.5. Ziele der Arbeit 
 
Der Phorbolester TPA ist in der Lage, an viele Signalproteine wie PKC, RasGRP und 
Chimärine zu binden, diese zu rekrutieren und zu aktivieren, und dadurch eine Vielzahl an 
zellulären Reaktionen auszulösen [111]. Eine dieser Reaktionen stellt die Aktivierung des 
Onkoproteins Ras in verschiedenen Zelltypen dar, jedoch gibt es hierbei große mechanistische 
Unterschiede. So wurde für B-und T-Zellen die Ras-Aktivierung nach TPA-Behandlung den 
RasGEF der RasGRP-Familie zugeschrieben. Diese Proteine zeigen jedoch ein sehr 
gewebetypisches Expressionsmuster und werden nicht in Epithel- oder Fibroblastenzellen 
exprimiert [126, 127, 129, 134]. Weitere Möglichkeiten für die TPA-abhängige Ras-
Aktivierung, wurden daraufhin vorgeschlagen. Einige Studien ließen vermuten, dass TPA 
über Transaktivierung des EGFR Ras aktiviert [155, 166]. Jedoch gab es gegenteilige 
Beobachtungen, wie z.B. dass TPA in HEK293-Zellen und Rat1-Fibroblasten EGFR-/Shc-
Tyrosinphosphorylierung induziert, doch wurde von weiteren Arbeitsgruppen gezeigt, dass 
der Nukleotidaustausch an Ras nach TPA-Behandlung nicht anstieg, was diesen Signalweg 
als den gesuchten in Frage stellt [80, 155, 162, 165]. Auch in COS-Zellen wurden 
gegenteilige Beobachtungen derart gemacht, dass TPA und EGF zur EGFR/Shc-
Tyrosinphosphorylierung führen [155, 166, 167] und Ras aktivieren [125, 166, 167] doch dass 
dominant-negatives S17N-Ras, welches RasGEF blockieren kann, die TPA-induzierte 
Aktivierung des Ras-Erk-Signalweges nicht hemmt [125, 168-172],wogegen die EGF-
induzierte Aktivierung des Ras/Erk-Signalweges durch S17N-Ras komplett verhindert wurde 
[78, 125, 171, 172]. Die Bedeutung von Ras in der TPA-induzierten Erk-Aktivierung wurde 
jedoch durch Mikroinjektion von spezifischem Ras-Antikörper, welche die Erk-Aktivierung 
nicht blockiert, bewiesen [125]. Die Ergebnisse wurden dahingehend interpretiert, dass TPA 
Ras in COS7-Zellen durch RasGAP-Hemmung aktiviert [125]. Allerdings konnte in COS7-
Zellen gezeigt werden, dass TPA den GDP/GTP-Nukleotidaustausch am Ras erhöhte, was die 
oben genannte Interpretation in Frage stellte [eigene Diplomarbeit]. 
Die vorliegende Arbeit hatte daher zum Ziel, die aus Phorbolester-Experimenten erhaltenen 
Resultate und Interpretationen anderer Arbeitsgruppen zu überprüfen und den Mechanismus 
der Phorbolester-induzierten Ras-Aktivierung aufzuklären. Hierzu wurden Untersuchungen in 
COS7-fibroblastenähnlichen Epithelzellen durchgeführt, da in diesem Zelltyp, wie oben 
beschrieben, verschiedene zum Teil kontroverse Beobachtungen in Hinblick auf die TPA-
induzierte Ras-Aktivierung gemacht wurden.  
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3. Material und Methoden 
 
Die Versuche, die in dieser Arbeit beschrieben werden, wurden in einem 
molekularbiologischen Labor der Sicherheitsstufe 1 mit dafür üblicher Ausstattung 
durchgeführt. Geräte und Chemikalien, die zur Grundausrüstung eines Labors gehören, 
werden deshalb nicht im einzelnen aufgeführt. Die benutzten Chemikalien wurden im 
Reinheitsgrad p.A. bezogen und Lösungen, soweit nicht anders beschrieben, mit Reinstwasser 
(MilliPore) angesetzt. Bei Verwendung von speziellen Geräten und Chemikalien, deren 
Verwendung das Versuchergebnis beeinflussen können, wird auf Hersteller bzw. 
Bezugsquelle hingewiesen. 
 




E.coli XL1-Blue    verwendet zur Plasmidamplifikation  




Bakterielle Überexpression zur Proteinaufreinigung 
 
GST-Raf1-RBD in pGEX-5X-1  Dieses GST-Fusionsprotein mit der Ras-
Bindedomäne von Raf1, welche aktives Ras 
bindet, dient zur Extraktion von RasGTP aus 
Zelllysaten. 
 





HA-Rsk2 in pcDNA3    erhalten von C. Bjorbaek 
HA-N/C-lys-Rsk2 in pcDNA3  erhalten von C. Bjorbaek 
Wt-Ha-Ras(human) in pEXV5  erhalten von J. Downward 
Wt-Ki-Ras(human) in pEXV5  erhalten von J. Downward 
 
3.1.3. Arbeiten mit DNS 
 
Transformation nach der KCM-Methode 
 
Herstellung kompetenter Zellen 
 
2 ml LB-Medium wurden mit E.coli XL1-Blue oder E.coli BL21 (DE3) angeimpft und über 
Nacht unter Schütteln bei 37°C kultiviert. 1 ml der Übernachtkultur wurde in 150 ml LB-
Medium überführt und das Wachstum der Kultur wurde bis zu einer optischen Dichte (OD600) 
von 0,6 fortgesetzt (2,5-3 Stunden). Die Bakterien wurden bei 5000 rpm zentrifugiert, das 
entstandene Pellet in 15 ml TSB resuspendiert und nach 10 Minuten auf Eis aliquotiert und 
bei -80°C eingefroren. 
 
TSB:  10 mM MgCl2 
  10 mM MgSO4 
    5 % DMSO 
  10 % PEG 4000 




20 µl 5x KCM-Puffer und 0,1-10 µg DNS wurden in 80 µl Wasser gelöst und auf Eis gekühlt. 
Kompetente E.coli-Bakterien wurden auf Eis aufgetaut, 100 µl von ihnen zum DNS/KCM-
Mix dazugegeben, gemischt und für 15-50 Minuten auf Eis inkubiert. Nach einer sich 
anschließenden Inkubation von 10 Minuten bei Raumtemperatur wurden die Bakterien nach 
Zugabe von 1 ml LB-Medium ohne Antibiotikum für 1 Stunde bei 37°C geschüttelt. Von den 
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Bakterien wurden zwischen 10 und 200 µl auf LB-Agarplatten mit Antibiotikum ausplattiert, 
über Nacht bei 37°C kultiviert und einzelne Kolonien in Flüssigmedium angeimpft. 
 
KCM (5x):   0.5 M KCl   LB-Medium: 10 g / l Bactotryptone (Peptone)  
0.15 M CaCl2       5 g / l bacto yeast extract  
0.25 M MgCl2     10 g / l NaCl 
pH-Wert auf 7.0 einstellen 
        für Agarplatten 1.5 % Agar dazugeben  
 
5x KCM, LB-Medium und LB-Agar-Medium wurden autoklaviert. TSB wurde steril filtriert (0.2µm). 
 
Isolation der Plasmid-DNS aus E.coli-Bakterien (Maxiprep) 
 
Mit Hilfe von kommerziell erhältlichen Kits wurde die Plasmid-DNS isoliert. Dabei wurde 
sich an die Angaben des Herstellers gehalten. Für Isolationen im Großmaßstab (Maxiprep) 





Aufreinigung vom Fusionsprotein GST-Raf1-RBD 
 
E.coli-BL21 (DE3) wurden mit GST-Raf1-RBD-pGEX-5X-1 nach der KCM-Methode 
transformiert und auf LB-Agar-Ampicillin-Platten ausplattiert. Einzelne Kolonien wurden in 
10 ml LB-Amp (150 µg/ml) angeimpft, über Nacht unter Schütteln inkubiert und 
anschließend in 500 ml LB-Amp (150 µg/ml) in einem 2 Liter Erlenmeyerkolben überführt. 
Die Zellen wurden bis zu einer OD600 von 0.7 bei 37°C weiterkultiviert. Daraufhin wurde die 
Proteinexpression durch Zugabe von 0.1 mM IPTG induziert und das Medium auf zwei 
500ml Erlenmeyerkolben verteilt (je 250 ml). Die Kulturen wurden nun bei Raumtemperatur 
für 5 Stunden unter Schütteln inkubiert und anschließend bei 4°C, 6000 rpm für 15 Minuten 
zentrifugiert. Die Zellpellets wurden in jeweils 4 ml TBN150 mit Proteaseinhibitoren 
resuspendiert, in ein 50 ml Falcontube überführt und bei –80°C über Nacht eingefroren.  
Die Zellen wurden abwechselnd dreimal in Wasser bei 37°C aufgetaut und in Stickstoff 
eingefroren, was zur Lyse der Zellen führte. Nach Zugabe von 0,5 mg/ml Lysozym wurde das 
3. Material und Methoden 
 
-29- 
Lysat für 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden 14 mM EDTA 
(pH 8.0) und 0.35% TritonX-100 zum Lysat gegeben und weitere 20 Minuten bei RT 
inkubiert. Diese beiden Inkubationen stellten die komplette Lyse der Zellen sicher. 
Anschließend erfolgte die Zentrifugation des Lysates bei 4°C und 30000 rpm für 30 Minuten. 
Das zentrifugierte klare Bakterienlysat wurde mit TBN150-gewaschenen GSH-Beads für eine 
Stunde bei 4°C auf dem Drehrad inkubiert. Dies führte zur Anreicherung des gewünschten 
GST-Proteins an den GSH-Beads. Nach dem Zentrifugieren der GSH-Beads wurde der 
Überstand verworfen, und die GSH-Beads wurden viermal mit je 10 ml EQM-Puffer +DTT 
gewaschen und in eine Säule überführt. Die GST-Raf1-RBD wurde mit 5 ml Elutionspuffer 
von den GSH-Beads eluiert. Es folgten 3 weitere Elutionsschritte mit je 5 ml Elutionslösung, 
um eine komplette Elution des GST-Proteins zu erreichen. Das Eluat wurde in einem 
Dialyseschlauch gegen 1x PBS dialysiert. Es folgte eine Aufkonzentration der GST-Raf1-
RBD auf 1 ml in einer 10 kDa Ultrakonzentrationskammer, an die sich eine 
Proteinbestimmung nach Bradford anschloss. Das Konzentrat wurde aliquotiert, in Stickstoff 
eingefroren und bei -80°C gelagert. Das für Ras-Pulldowns zu verwendende Aliquot wurde 
immer frisch aufgetaut und nur einmal verwendet. In Abbildung 7 ist ein Coomassie gefärbtes 





Abbildung 7: SDS-PAA-Gel nach rekombinanter Expression von GST-Raf1-RBD
Rekombinante GST-Raf1-RBD wurde in E.coli BL21 (DE3) exprimiert und anschließend aufgereinigt. Das gereinigte 
GST-Protein besitzt ein Molekulargewicht von ca. 40 kDa. Eluiert wurde das GST-Protein mit 10 mM Glutathion, 
dialysiert in 1x PBS, aliquotiert, in Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert. 
M: 10 kDa- Marker, L: Bakterienlysat, Ü: Überstand nach Glutathion (GSH)-Beads-Inkubation, E: Eluat, D: Eluat nach 
Dialyse  
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TBN150    EQM-Puffer   Elutionspuffer 
 
  25 mM TrisCl pH 7.5     50 mM TrisCl pH 8.0    50 mM TrisCl pH 8.0 
150 mM NaCl    100 mM NaCl    100 mM NaCl  
  10 mM β-Mercaptoethanol    10 mM DTT (frisch zugeben)   10 mM DTT (frisch zugeben) 




10 µg / ml Antipain 10 µg / ml Bestain 10 µg / ml Aprotinin 10 µg / ml Leupeptin 
10 µg / ml Pepstatin 10 mM  Pefabloc   1 mM PMSF    2 mM EGTA 




100 mM NaCl  
  20 mM NaH2PO4* H20 
  80 mM Na2HPO4* 2H20 
 
Proteinbestimmung nach Bradford 
 
Der Farbstoff Coomassie-Brilliant Blue G250 bildet mit Proteinen Komplexe, die spektroskopisch nachweisbar 
sind. Zur Proteinbestimmung wurden 1ml eines 1:1 Gemisches aus Bradford-Lösung und Wasser mit 20 µl 
Probe gemischt und für 10 Minuten inkubiert. Anschließend wurde die Absorption bei 595 nm gemessen. Die 
Proteinkonzentration wurde durch Kalibrierung mit einer IgG-Lösung bekannter Konzentration ermittelt. 
 
3.2. Zellbiologische Materialien und Methoden 
 
3.2.1. Etablierte eukaryotische Zelllinien 
 
COS-7 Zellen SV40 transformierte fibroblastenähnliche Affennieren-
Epithelzellen (Cercopithecus aethiops) 





COS7-Zellen wurden in DMEM mit 10 % Fötalem Kälberserum (FCS) in Abwesenheit von 
Antibiotikum bei 5 % CO2 und 37°C in 75 cm2-Zellkulturflaschen gehalten. Um ein zu 
dichtes Wachstum der Zellen zu vermeiden, wurden diese alle 2-3 Tage passagiert. Nach 15-
20 Passagen wurden neue COS7-Zellen aufgetaut und in Kultur genommen. Zum Passagieren 
und Aussäen für Experimente wurde das Zellkultur-Medium abgesaugt, die Zellen mit 2 ml 
Trypsin/EDTA gewaschen und mit 2 ml Trypsin/EDTA bedeckt. Nach 3 Minuten bei 37°C 
wurde die Trypsin-Reaktion mit 18 ml DMEM/10 % FCS gestoppt und die abgelösten Zellen 
resuspendiert. Zum Weiterführen der COS7-Zellen wurden 4-5 ml der Zellsuspension in einer 
neuen Zellkulturflasche vorgelegt und mit DMEM/10 % FCS auf 20 ml aufgefüllt. Für 
Experimente ohne Transfektion wurden 2-3*106 Zellen, bei Experimenten mit Transfektion 







Die Transfektion der COS7-Zellen erfolgte mit polykationischen Dendrimeren, die in 
liposomaler Form vorliegen. Polyfect (QIAGEN) ist ein aktiviertes Dendrimer, das mit der 
DNS kompakte Strukturen bildet. Der positiv geladene Komplex aus Polyfect und DNS 
bindet über negativ geladene „Rezeptoren“ wie sialylierte Glycoproteine an die 
eukaryotischen Zellen und wird internalisiert. Der Abbau der DNS in den Endosomen durch 
lysosomale Nukleasen wird durch Polyfect verhindert.  
Einen Tag vor der Transfektion wurden die COS7-Zellen auf 100 mm Schälchen ausgesät. 
Kurz vor der Transfektion wurde das Zellkulturmedium durch 7 ml frisches DMEM/10% FCS 
ausgetauscht. 2.5 µg DNS und 20 µl Polyfect wurden in 300 µl DMEM verdünnt. Das 
Gemisch wurde 15 Minuten inkubiert, anschließend zu 1ml DMEM/10% FCS gegeben und 
vorsichtig auf die Zellen getropft. Nach 24 Stunden wurde DMEM/10% FCS gegen DMEM 
getauscht und die Zellen weitere 24 h später zum Experiment verwendet. 
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3.2.3. Der RasGTP-Pulldown 
 
Diese Methode dient zur Detektion von aktivem Ras aus Zelllysaten und wurde von Taylor et 
al. und de Rooij et al. entwickelt [173, 174]. Hierbei wurde die Tatsache genutzt, dass die 
Raf1-RBD nur mit aktiven Ras interagieren kann und als Fusionsprotein Glutathion-S-
Transferase-Raf1-RBD (GST-Raf1-RBD) an Glutathion-SepharoseB-Beads(GSH-Beads) 
bindet, wodurch nach Zentrifugation und Waschen der Beads RasGTP angereichert wird 
(pulldown). Um eine verfälschte RasGTP-Signalstärke aufgrund postlytischen 
Guaninnukleotid-Austausches zu vermeiden, wurde ein Überschuß an GDP zum Lysepuffer 
dazugegeben.  
Die COS7-Zellen wurden bis zu 70-80 % Konfluenz kultiviert und 24 Stunden in DMEM 
ohne FCS ausgehungert. Vor Experimentbeginn wurde das alte DMEM abgesaugt und durch 
frisches ersetzt. Nach Stimulation wurden die Zellen mit 1,5 ml eiskaltem Lysepuffer, welcher 
20 µg/ml GST-Raf1-RBD enthält, lysiert und 20 Minuten bei 4°C, 14000 rpm zentrifugiert. 
Währendessen wurden die GSH-Beads dreimal mit Lysepuffer ohne GST-Raf1-RBD 
gewaschen. Der Überstand der Zelllysate wurde zusammen mit 40 µl der gewaschenen GSH-
Beads auf dem Drehrad bei 4°C für 30 Minuten inkubiert. Anschließend wurden die GSH-
Beads abzentrifugiert, 100 µl des Überstandes als Zelllysat in einem neuen Reaktionsgefäß 
mit 20 µl 6x Lämmli-Probenpuffer versetzt, gemischt und für 10 Minuten gekocht. Der 
restliche Überstand wurde für Immunpräzipitationen weiterverwendet. Die GSH-Beads 
wurden zweimal mit 250 µl eiskaltem Lysepuffer ohne GST-Raf-RBD gewaschen und 
abschließend mit 40 µl 2x Lämmli-Probenpuffer versetzt, gemischt und 10 Minuten gekocht. 
Die Analyse des RasGTP-Pullouts erfolgte über SDS-PAGE und Western Blot. 
 
3.2.4. Immunpräzipitation (IP) 
 
Hierfür wurden 1,3 ml des RasGTP-Pulldown-Überstandes genutzt. Nach Zugabe von 1 µg 
des jeweiligen Antikörpers erfolgte auf dem Drehrad eine Inkubation von zwei Stunden bei 
4°C, in denen sich Protein-Antikörper-Komplexe bilden konnten. Anschließend wurden die 
Proben mit 40 µl einer 1:4-Mischung an gamma-Bind bzw. ProteinA-Sepharose CL 4B-Beads 
versetzt und über Nacht auf dem Drehrad bei 4°C inkubiert. Der Überstand wurde abgesaugt, 
die Proben dreimal mit 1 ml eiskaltem Lysepuffer gewaschen und nach Zugabe von 40 µl 2x 
3. Material und Methoden 
 
-33- 
Lämmli-Probenpuffer für 10 Minuten gekocht. Die Analyse der Immunpräzipitationen 
erfolgte über SDS-PAGE und Western Blot. 
 
3.2.5. Isolation von Heparin-bindenden Proteinen 
 
Nach Stimulation von serum-gehungerten COS7-Zellen wurde das Zellkulturmedium (10 ml) 
mit einer Pipette abgesaugt, in ein Falcontube überführt und auf Eis gelagert. Die Zugabe von 
200 µM PMSF und je 20 µg/ml an Aprotinin und Leupeptin verhinderte eine Proteolyse der 
im Medium enthaltenen Proteine. Die Zellen wurden in 1 ml eiskaltem Lysepuffer lysiert und 
für 20 Minuten bei 14000rpm, 4°C zentrifugiert. Anschließend wurden 100 µl des 
Überstandes als Zelllysat mit 20 µl 6x Lämmli-Probenpuffer versetzt und 10 Minuten 
gekocht. Der Rest des Überstandes wurde für etwaige spätere Nutzung bei -20°C eingefroren 
und gelagert. Zum Medium im Falcontube wurden 50 µl in Lysispuffer gewaschener Heparin-
Agarose dazugegeben und es erfolgte eine zweistündige Inkubation bei 4°C auf dem Drehrad. 
Nach Zentrifugation der Proben wurde das Medium bis auf 1 ml abgesaugt, die Heparin-
Agarose-Beads mit dem verbliebenen Medium in ein neues Reaktionsgefäß überführt, erneut 
zentrifugiert, Medium abgesaugt und einmal mit 250 µl Lysispuffer gewaschen. Abschließend 
wurden 50 µl 2x Lämmli-Probepuffer zu den Heparin-Agarose-Beads dazugegeben und diese 
für 10 Minuten gekocht. Die Analyse der isolierten Heparin-bindenden Proteine erfolgte über 
SDS-PAGE und Western Blot. 
 
Lösungen und Puffer für den RasGTP-Pullout, die IP und die Isolation der Heparin-bindenden Proteine 
 
Lysepuffer (LB)   Proteaseinhibitoren  Phosphataseinhibitoren 
 
   50 mM TrisCl pH 7.5  10 µg / ml Pepstatin  100 µM Natriumvanadat 
 150 mM NaCl    10 µg / ml Pefabloc   3.7 µg / ml Microcystin 
     5 mM MgCl2   20 µg / ml Leupeptin      1 mM NaF 
     1 mM EGTA   100 µM PMSF 
     1 %    NP40   10 µg / ml Benzamidin 
     1 mM DTT (frisch)  20 µg / ml Aprotinin 
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 LB + RBD   6x Lämmli-Probenpuffer 
 
LB  + 20 µg GST-Raf1-RBD  3 ml 20% SDS 
+ 100 µM GDP   3 ml β-Mercaptoethanol 
    4 ml Glyzerin 
    Bromphenolblau 
 
    Zur Herstellung von 2x Lämmli-Probenpuffer verdünnen. 
 
3.2.6. SDS-Polyacrylamidgelektrophorese (SDS-PAGE) und Western Blot 
 
Die Separierung der zu analysierenden Proteine wurde mit Hilfe der SDS-PAGE nach 
Standardprotokoll durchgeführt. Aufgrund des unterschiedlichen Molekulargewichts dieser 
Proteine variierten die jeweiligen Polyacrylamidkonzentrationen der Gele. Speziell zur 
Untersuchung des Sos mobility shifts wurde ein 6%-iges SDS-PAA-Gel über Nacht bei U= 
50 V, I= 3 mA laufengelassen. Die Identifikation der separierten Proteine erfolgte durch 
Western Blot.  
Das geschnittene Gel wurde für 15 Minuten in Transferpuffer equilibriert. PVDF-Membran 
und Whatman-Papier wurden auf Gelgröße zurechtgeschnitten. Die PVDF-Membran wurde 
für 5 Sekunden in Methanol, dann 30 Sekunden in Wasser und zuletzt 10 Minuten in 
Transferpuffer equilibriert. Das “Blotsandwich” wurde zusammengesetzt, überschüssige 
Feuchtigkeit mit Zellstoff abgesaugt und Luftblasen innerhalb des Blotsandwiches 
ausgewalzt. Der Transfer lief für 1 Stunde bei, je nach Gel-und/oder Proteingröße, variabler 
Stromstärke.  
Nach dem Transfer wurde die PVDF-Membran für 30 Minuten mit, je nach später zu 
verwendendem Antikörper, 1 % Trockenmilch in TBS-Tween (TBS-T) oder 1 % BSA in 
TBS-T geblockt. Anschließend wurde die PVDF-Membran mit dem gewünschten primären 
Antikörper über Nacht in 1 % Trockenmilch/TBS-T bzw. in 1 % BSA/TBS-T inkubiert. Es 
wurde dreimal mit TBST für 10 Minuten gewaschen und die Inkubation des sekundären 
Antikörpers  für 30 Minuten in 1 % Trockenmilch/TBS-T oder 1 % BSA/TBS-T 
durchgeführt. Es folgten 4-6 Waschschritte für jeweils 10 Minuten mit TBS-T. Aufgrund der 
Kopplung der Meerettich-Peroxidase an den sekundären Antikörper ist ein Nachweis des 
gesuchten Proteins mit Hilfe von ECL durch Chemilumineszenz möglich.  





Diese Methode wurde zur Anfärbung von Proteinen in SDS-Polyacrylamid-Gelen verwendet. 
Das Gel wurde hierbei für 30 Minuten unter Schütteln mit der Färbelösung inkubiert und 
anschließend mehrmals mit Entfärbelösung behandelt. Ungebundener Farbstoff wurde durch 
das Waschen entfernt und die gefärbten Proteine wurden sichtbar. Abschließend wurde das 




13-prozentig (10ml)  10-prozentig (10 ml) 6-prozentig (10ml) 
 
Rotiphorese 30  4.33 ml   3.3 ml   2 ml 
2M TrisCl pH 8.8 1.9 ml   1.9 ml   1.9 ml 
20 % SDS   50 µl   50 µl   50 µl 
Aqua bidest   3.77 ml.   4.8 ml    6.1 ml 
Ammoniumpersulfat 60 µl   60 µl   60 µl 
TEMED   10 µl   10 µl   10 µl 
 
 
Sammelgel     Transferpuffer   Elektrophoresepuffer 
 
       4 prozentig 5 ml  48 mM TrisCl   250 mM Tris 
      39 mM Glycin   2 M Glycin 
Rotiphorese 30  0.66 ml    0.037 % SDS   35 mM SDS 
0.5 M TrisCl pH 6.8 1.25 ml   150 ml/l Methanol 
20 % SDS  25 µl  
Ammoniumpersulfat 40 µl   
TEMED   4 µl   
 
 
TBS     Coomassie-Färbelösung   Entfärberlösung 
 
20 mM TrisCl    2.5 g/l Coomassie R-250  10 % Essigsäure 
137 mM NaCl    25 % Ethanol   40 % Ethanol 
0.1% (v/v) Tween-20   10 % Essigsäure    
 
pH-Wert auf 7.6 einstellen 
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3.2.7. Untersuchung von Protein-Tyrosin-Phosphatasen (PTP) durch In-Gel-
Assays 
 
Diese Methode beruht auf Arbeiten von Meng et. al., die durch B.Markova modifiziert 
wurden [160, 175]. 
 
Markieren des Substrates mit radioaktivem 32P  
 
Ein Milligramm an Poly(Glu4-Tyr) wurde mit 60 units rekombinanter humaner pp60c-src (in 
E.coli als GST-Fusionsprotein exprimiert) in 500 µl Kinase-Puffer und 200 µCi [γ-32P]ATP 
(3000 Ci/mmol) über Nacht bei Raumtemperatur auf dem Drehrad inkubiert. Die Reaktion 
wurde durch Zugabe von 20% (v/v) Trichloressigsäure gestoppt und 30 Minuten auf Eis 
inkubiert. Die Src-Kinase wurde durch diese Reaktion inaktiviert und das Poly(Glu4Tyr) 
präzipitiert. Es folgte eine Zentrifugation bei 4°C und 12000 rpm für 10 Minuten. 
Anschließend wurde das Pellet in 100 µl 2M Tris-Base gelöst. Nicht inkorporiertes ATP 
wurde entfernt, indem die Probe auf eine 1.5x12 cm Biorad-Säule, die mit 10 ml Sephadex 
G50 (äquilibriert mit 50 mM Imidazol pH 7.2) gefüllt war, gegeben wurde. Es wurden 20 
Fraktionen (500 µl) mit 50 mM Imidazol eluiert und auf Radioaktivität untersucht 
(Szintillations-Counter). Die Fraktionen mit den höchsten Aktivitäten wurden vereinigt, 





Konfluente COS7-Zellen wurden mit Wasserstoffperoxid und TPA behandelt. Anschließend 
wurden die Zellen in 200 µl PTP-Lysepuffer lysiert. Der PTP-Lysepuffer wurde zuvor für 6 
Stunden bei 4°C im Vakuum entgast, bevor Iodessigsäure und Proteaseinhibitoren vorsichtig 
hinzugegeben wurden. Die Lyse der Zellen wurde vorsichtig durchgeführt, um das Lösen von 
Luftsauerstoff in den Lysaten zu verhindern. Die Zelllysate wurden für 30 Minuten auf Eis 
inkubiert, um eine komplette Alkylierung zu gewährleisten. Zudem wurden Kontrollzellen 
mit PTP-Lysepuffer ohne Iodessigsäure lysiert. Von jeder Probe wurden 10 µl auf ein SDS-
PAA-Gel aufgetragen und anschließend in einem In-Gel-Assay analysiert. 
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SDS-PAGE und Detektion der reversiblen PTP-Oxidation durch modifizierte In-Gel-Assays 
 
10% SDS-PAA-Gele wurde nach Standardmethode, allerdings unter Zugabe von 32P-
markiertem Poly(Glu4Tyr) mit einer Aktivität von 2x105 CPM/ml Gel zum Polymerisierungs-
Mix, gegossen. Die zu analysierenden Proben wurden aufgetragen und das Gel lief unter 
Standardbedingungen. Radioaktivität wurde kaum oder nicht aus dem Gel eluiert. Nach der 
Gel-Elektrophorese wurde das Gel über Nacht in 100 ml 50 mM Tris-HCl, pH 8 und 20% 
Isopropanol inkubiert, um das SDS herauszuwaschen. Es folgten zwei Waschschritte mit je 
100 ml 50 mM Tris-HCl, pH 8 und 0.3 % β-Mercaptoethanol für jeweils 30 Minuten, 
zweifache Inkubation für je 40 Minuten im gleichen Puffer mit 6M Guanidinhydrochlorid und 
1 mM EDTA und dreifacher Inkubation für je 1 Stunde mit Renaturierungspuffer. Komplette 
Renaturierung wurde durch Inkubation des Gels im gleichen Puffer über Nacht erreicht. 
Anschließend wurde das Gel mit Coomassie nach Standardmethode gefärbt/entfärbt, 
getrocknet und bei -80°C mit hochempfindlichen Film und einem intensifying screen 
exponiert. 
 
Lösungen und Puffer für die Untersuchung von PTP durch In-Gel-Assays 
 
Kinase-Puffer   Renaturierungpuffer   PTP-Lysepuffer 
 
50 mM HEPES, pH7.4  50 mM Tris-HCl, pH 7.4   25 mM Essigsäure, pH 5.5 
2 mM DTT   0.3% β-Mercaptoethanol   150 mM NaCl 
10 mM MgCl2   1 mM EDTA    1% Nonidet P40 
1 mM MnCl2   0.04 % Tween 20   10% Glyzerin 
0.2 mM ATP        10 mM Iodessigsäure 
0.1 mM Na3VO4 





Die folgenden Antikörper wurden als primäre Antikörper in Immunoblot-Analysen oder in 
Immunpräzipitationsexperimenten verwendet. 
 
Antikörper    Herkunft Quelle   Katalog-Nr. 
 
anti-pan-Ras  Maus  Oncogene  OP41-100UG 
anti-Ha-Ras  Maus  Santa Cruz  SC-29 
anti-Ki-Ras  Maus  Santa Cruz  SC-30 
anti-N-Ras  Maus  Santa Cruz  SC-31 
anti-Phospho-p44/42-Erk  Maus  Cell Signaling  9106 
(T202/Y204) 
anti-pan44/42-Erk Maus  BD Transduction   
Laboratories  610123 
anti-pY(4G10)  Maus  AG F.D.Böhmer  
anti-EGFR  Schaf  Upstate  06-129 
anti-Shc  Kaninchen Upstate  06-203 
anti-Shc  Maus  BD Transduction 
    Laboratories  S68020 
anti-Grb2  Maus  Upstate  05-372 
anti-Grb2  Kaninchen Santa Cruz  C-23 
anti-proHB-EGF  Ziege  Santa Cruz  C-18 
anti-HB-EGF  Ziege  R&D Systems  AF-259-NA 
anti-phospho-MARCKS  Kaninchen Cell Signaling  2741 
anti-phospho-Serin-PKCsubstrat Kaninchen Cell Signaling  2261 
anti-phosphoSerin473 Akt  Kaninchen Cell Signaling  9271 
anti-pan-Akt  Kaninchen Cell Signaling  9272 
anti-HA  Maus  AG F.D.Böhmer 
anti-Sos  Kaninchen Upstate  nicht mehr 
       verfügbar 
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Anti-pan44/42-Erk wurde 1:5000, anti-pY und anti-HA wurden 1:10000, alle anderen 
primären Antikörper, außer die anti-Ras-Antikörper, wurden 1:1000 in TBS-T, 1% BSA 
verdünnt. Die anti-Ras-Antikörper wurden 1:1000 in TBS-T, 1% Trockenmilch verdünnt. 
Außer den Maus-Antikörper sind alle primären Antikörper polyklonaler Natur. 





Antikörper    Herkunft Quelle   Katalog-Nr. 
 
anti-Maus-IgG-HRP  Kaninchen KPL   074-1806 
anti-Kaninchen-IgG-HRP  Ziege  KPL   074-1506 
anti-Schaf-IgG-HRP  Kaninchen Upstate  12-342 
anti-Ziege-IgG-HRP  Esel  Santa Cruz  SC-2033 
 
Die sekundären Antikörper wurden je nach zuvor verwendetem Antikörper 1:10000 in TBS-
T, 1% BSA oder 1:10000 in TBS-T, 1% Trockenmilch verdünnt. 
 
3.2.9. Laborchemikalien  
 
Zellkultur und Transfektion 
 
DMEM      PAA Laboratories 
Fötales Kälberserum    Biochrom 
Penicillin/Streptomycin   PAA Laboratories 
Trypsin/EDTA     PAA Laboratories 




Ionomycin     Alexis Biochemicals 
TPA      Alexis Biochemicals 





AG1478      Calbiochem 
BAPTA/AM     Alexis Biochemicals 
Bisindolylmaleimid I (BIM I)  Sigma 
CRM197      Sigma 
LY294002     Alexis Biochemicals 
N-Acetyl-L-Cystein (LNAC)   Sigma 




Ampicillin     Sigma 
DMSO     Sigma 
ECL      Perkin Elmer Life Sciences 
Filme      Kodak 
GammaBind-Sepharose   Amersham Biosciences 
GDP      Sigma 
Glutathion-Sepharose    Amersham Biosciences 
Heparin-Agarose    Sigma 
IPTG      Applichem 
Lysozym     Sigma 
prestained protein marker   New England Biolabs 
unstained protein marker   New England Biolabs 
ProteinA-Sepharose    Amersham Biosciences 
PVDF-Membran     Millipore 
Rotiphorese 30    Roth 
Sepharose CL 4B    Sigma 
Iodessigsäure     Sigma 
pp60c-src      von B.Markova erhalten 






Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Mechanismus der Aktivierung der kleinen GTPase 
Ras durch den Phorbolester TPA aufzudecken. Als Zellsystem dienten die COS7-
Fibroblasten-ähnlichen Epithelzellen, in denen eine Ras-Aktivierung nach TPA–Stimulation 
beschrieben wurde [125, 166]. Zudem wurden weitere interessante Beobachtungen nach TPA-
Behandlung sowohl in COS7- als auch in dem COS7-Zellen ähnlichen COS1-Zelltyp 
gemacht. Erstens transaktiviert TPA den EGFR, was zur Tyrosinphosphorylierung von Shc 
und vermehrter Interaktion zwischen Shc und Grb2 führt [155, 166, 167], zweitens erhöht 
TPA den Guaninnukleotid-Austausch am Ras [eigene Diplomarbeit], drittens ist die TPA-
induzierte Ras-Aktivierung sensitiv gegenüber PKC-Inhibitoren [125], viertens konnte gezeigt 
werden, dass TPA Ras durch die direkte Aktivierung von RasGRP1 aktiviert [176] und 
viertens wird die TPA-ausgelöste Ras-/Erk-Aktivierung nicht durch dominant-negatives Ras 
inhibiert [125, 168, 170-172]. Die letztgenannte Beobachtung wiederum führte zur 
Vermutung, dass TPA die RasGTP-Akkumulation durch RasGAP-Hemmung ermöglicht 
[144], was wiederum in Kontrast zu den Guaninnukleotid-Austausch-Daten steht. Zudem gibt 
es widersprüchliche Aussagen über die Expression von RasGRP-Isoformen in diesem 
Zellsystem. M. Philips konnte RasGRP1 durch RT-PCR in diesen Zellen nachweisen, 
Proteinexpression von RasGRP1 kann jedoch nicht in COS1- und COS7-Zellen detektiert 
werden (eigene Daten, J.Stone, persönliche Kommunikation).  
Obwohl eine Vielzahl an Mechanismen für die Phorbolester-induzierte Ras-Aktivierung 
vorgeschlagen wurde, konnte bisher für keinen Zelltyp ein Mechanismus enthüllt werden, der 
alle Beobachtungen in Einklang zusammenführt. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit die 
Ras-Aktivierung nach TPA-Stimulation einer systematischen Untersuchung unterworfen, um 
Licht in deren Mechanismus in COS7-Zellen zu bringen.  
 
In allen sich anschließenden Versuchen wurde mit subkonfluenten, serum-gehungerten 
COS7-Zellen gearbeitet, daher wird dies nicht weiter erwähnt. Endogenes als auch 
überexprimiertes aktives Ras wurde immer nach der Methode von Taylor et al. mit der GST-
Raf1-RBD aus dem Zelllysat extrahiert und durch Immunoblot mit pan-Ras-Antikörper 
analysiert [173, 174] (siehe „Material und Methoden“). Immunpräzipitationen (IPs) wurden 
immer, wie im Kapitel „Material und Methoden“ beschrieben, durchgeführt. Zudem wurden 




Antikörper-inkubierten Membranen mit einem reduzierendem Puffer inkubiert, der zur 
Denaturierung und Dissoziation der Antikörper von den PVDF-Membranen führte. Nach 
mehrmaligem Waschen wurden diese Membranen mit Antikörper gegen EGFR oder Shc 
behandelt und deren immunpräzipitierte Proteinmenge analysiert. Die Analyse der Proteine 
aus dem Zelllysat erfolgte ebenso, wie in Kapitel „Material und Methoden“ beschrieben. Die 
Durchführung dieser Protein-Analysen wird in den folgenden Abschnitten nicht näher 
erwähnt und ist für das jeweilige Experiment nur kurz in der Legende der dazugehörigen 
Abbildung angegeben. 
 
4.1. Dosis- und Zeitabhängigkeit der TPA-induzierten Ras-Aktivierung 
 
Für die Untersuchung der Ras-Aktivierung durch Phorbolester ist es von großer Wichtigkeit, 
die optimale Dosis und Zeitlänge der Stimulation zu benutzen. Daher wurden zuerst COS7-
Zellen mit 100 nM TPA für verschiedene Zeiträume (Abb. 8A) oder für 5 Minuten mit 
verschiedenen TPA-Konzentrationen (Abb. 8B) stimuliert.  
Die Phorbolester-Inkubation resultierte in einer langen und starken Ras-Aktivierung in COS7-
Zellen und die Analyse der Zeitabhängigkeit demonstrierte, dass Ras innerhalb von zwei 
Minuten aktiviert und dass die höchste RasGTP-Akkumulation nach 5-7 Minuten TPA-
Stimulation erreicht wurde (Abb. 8A). Nach 10 Minuten nahm das RasGTP-Signal langsam 
ab und erreichte nach etwas mehr als 60 Minuten wieder das basale RasGTP-Niveau (Daten 
nicht gezeigt). Die hier gewonnenen Daten stehen im Einklang mit Daten einer anderen 
Arbeitsgruppe, die ebenso die Ras-Aktivierung nach TPA-Stimulation in COS7-Zellen 
beobachteten(Abb. 8) [125]. Außerdem ist zu erkennen, dass eine Konzentration von 100 nM 
TPA das stärkste RasGTP-Signal nach 5 Minuten induzierte (Abb. 8B). Eine Erhöhung der 






Abbildung 8: TPA aktiviert Ras in COS7-Zellen. A, COS7-Zellen wurden mit 100 nM TPA stimuliert. Nach den 
angegebenen Zeiträumen wurden die Zellen in Gegenwart von GST-Raf1-RBD lysiert und wie in Abschnitt 3.2.3. 
beschrieben, behandelt. B, COS7-Zellen wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen an TPA für 5 Minuten 
stimuliert. Die Lysatbehandlung erfolgte wie in A.  
 
4.2. TPA transaktiviert den EGFR und führt zu Shc-Tyrosin-
Phosphorylierung und erhöhter Shc/Grb2-Interaktion 
 
Der bestcharakterisierte Signalweg, der zur Ras-Aktivierung führt, geht vom EGFR aus. 
Untersuchungen der Ras-Aktivierung nach EGF-Stimulation zeigten, dass der EGFR nach 
Ligandenbindung dimerisiert, sich autophosphoryliert und so das Adaptorprotein Shc über 
SH2-Domänen an ihn bindet und phosphoryliert wird. Shc dient auf diese Weise als 
Bindestelle für die SH2-Domänen von Grb2, welches mit dem RasGEF Sos interagiert. Sos 
kommt dadurch in die Nähe von Ras, erhöht dessen Guaninnukleotid-Austausch und führt 
somit zur Ras-Aktivierung [78-81, 177]. Nun konnte in COS-Zellen gezeigt werden, dass 
nach TPA-Stimulation der EGFR und Shc tyrosinphosphoryliert wurden [155, 166, 167]. Um 
herauszufinden, ob diese Beobachtungen auch in unseren Händen gemacht werden können, 
wurde untersucht, welchen Effekt TPA auf den EGFR-Signalweg besitzt. Dafür wurden 
COS7-Zellen mit 100 nM TPA für verschiedene Zeiträume stimuliert und anschließend 




und die Shc/Grb2-Interaktion nach 5 Minuten induziert. Zudem zeigt die Zeitabhängigkeit, 
dass die EGFR- und Shc-Phosphorylierung mit der Stimulationslänge ansteigt und teilweise 
mit der Ras-Aktivierung in Abbildung 8 korreliert. Aufgrund des oben beschriebenen 
Signalweges scheint es daher möglich, dass auch die TPA-induzierte EGFR- und Shc-
Tyrosinphosphorylierung über Sos-Rekrutierung zur Ras-Aktivierung führt. 
Ein Vergleich der hier erhaltenen Daten mit den Ergebnissen der Arbeitsgruppe von A. 
Ullrich zeigt, dass trotz der Verwendung unterschiedlicher Konzentrationen an TPA die 
Resultate übereinstimmen [155]. Weiterhin ist besonders in Abbildung 9 und zum Teil in den 
Resultaten von Prenzel et al., Tebar et al. und Grosse et al. zu erkennen [155, 166, 167], dass 
COS7-Zellen bereits geringe Mengen an tyrosinphosphorylierten EGFR und Shc im 
unstimulierten Zustand aufweisen. Diese basale Tyrosinphosphorylierung könnte durch 
geringe Mengen an EGFR-Liganden, welche die COS7-Zellen im serum-gehungerten Zustand 




Abbildung 9: TPA induziert die Tyrosin-Phosphorylierung von EGFR, Shc und die Shc/Grb2-Interaktion.
COS7-Zellen wurden mit DMSO (D) für 15 Minuten oder 100 nM TPA für die angegebenen Zeiten inkubiert und 
anschließend lysiert. Die Lysate wurden nacheinander einer EGFR- und Shc-Immunopräzipitation unterworfen. 
Tyrosinphosphorylierungen von EGFR und Shc, als auch die Shc/Grb-Interaktion wurden durch Immunoblot mit anti-
Phospho-Tyrosin(pY)- und anti-Grb2-Antikörper analysiert. Die anti-pY-Antikörper inkubierten Membranen wurden 






4.3. Die Rolle des EGFR/Shc-Signalweges in der durch TPA-ausgelösten 
RasGTP-Akkumulation 
 
In Abschnitt 4.2. wurde die TPA-induzierte EGFR- und Shc-Tyrosinphosphorylierung in 
COS-Zellen nachgewiesen, die auch andere Arbeitsgruppen schon beschrieben hatten [155, 
166, 167]. Aufgrund der Tatsache, dass EGF Ras durch den EGFR/Shc/Grb2/Sos-Weg 
aktiviert, lag die Vermutung nahe, dass die TPA-induzierte Tyrosinphosphorylierung von 
EGFR und Shc ebenso in einer Ras-Aktivierung resultiert. Um aufzuklären, ob der EGFR-
Signalweg in die TPA-induzierte Ras-Aktivierung involviert ist, wurde die Tyrosinkinase-
Aktivität des EGFR mit dem spezifischen Inhibitor AG1478 blockiert. Dafür blieben COS7-
Zellen unbehandelt oder wurden mit 200 nM AG1478 präinkubiert und anschließend mit 100 
nM TPA stimuliert und analysiert.  
Die Inhibierung der Tyrosinkinase-Aktivität des EGFR durch AG1478 führte zur kompletten 
Hemmung der basalen als auch der TPA-induzierten Phosphorylierung von EGFR und Shc 
(Abb. 10A). Zudem resultierte die AG1478-Behandlung im Verschwinden der basalen als 
auch der Phorbolester-ausgelösten Shc/Grb2-Interaktion(Abb. 10A). Die Beobachtungen, dass 
AG1478 die TPA-induzierte EGFR- und Shc-Tyrosinphosphorylierung hemmen, stimmen mit 
Daten früherer Publikationen überein [155, 167]. Die in Abbildung 10 A gezeigten Resultate 
deuten daraufhin, dass die Inhibierung der basalen und der TPA-induzierten EGFR-Aktivität 
durch AG1478 zum Zusammenbruch der Signalweitergabe durch das Shc/Grb/Sos-
Guaninnukleotid-Austausch-Systems in serum-gehungerten als auch in TPA-behandelten 
COS7-Zellen führt. Aufgrund der konventionellen Meinung, dass Ras nach EGFR-
Aktivierung in COS7-Zellen durch den RasGEF Sos aktiviert wird, sollte die EGFR-
Hemmung nicht nur zum Verschwinden der Shc/Grb2-Interaktion führen, sondern auch die 
Ras-Aktivierung und die basalen RasGTP-Niveaus inhibieren. Um zu überprüfen, ob diese 
Vermutung zutrifft, wurde ein RasGTP-Pulldown durchgeführt. Betrachtet man die RasGTP-
Signale in Abbildung 10B, fällt auf, dass AG1478 die basalen RasGTP-Niveaus fast komplett 
hemmte. Aufgrund der in Abbildung 10A gemachten Beobachtungen der kompletten 
Hemmung der basalen Shc/Grb2-Assoziation und Tyrosin-Phosphorylierung von EGFR und 
Shc deutet dies darauf hin, dass der EGFR, Shc und der Shc/Grb2-Komplex für den Erhalt der 
basalen RasGTP-Niveaus essentiell sind. Allerdings führte AG1478 nur zu einer geringen 
Reduktion der TPA-induzierten Ras-Aktivierung (Abb. 10B). Hierbei erreichte die Ras-
Aktivierung jedoch nie die Signalstärke, die TPA allein ohne EGFR-Hemmung induzierte 




zeigt ein ähnliches Bild. AG1478 hemmte die basale Erk-Aktivität, aber nur ein schwacher 
Rückgang der TPA-induzierten Erk-Aktivierung war nach AG1478-Behandlung zu 
beobachten (Abb. 10B).  
Diese Daten führten zu der Vermutung, dass der EGFR nicht die TPA-induzierte Ras-
Aktivierung vermittelt, aber für den Erhalt der basalen RasGTP-Niveaus und Erk-








Abbildung 10: A, Die Hemmung des EGFR blockiert die basale und die TPA-induzierte EGFR- und Shc-
Tyrosinphosphorylierung und Shc/Grb2-Interaktion. COS7-Zellen blieben entweder unbehandelt oder wurden mit 
DMSO (D) oder mit 200 nM AG1478 für 15 Minuten präinkubiert, anschließend mit 100 nM TPA für die angegebenen 
Zeiträume stimuliert und lysiert. Die Lysate wurden zuerst einer EGFR- und anschließend einer Shc-
Immunopräzipitation unterworfen. Tyrosinphosphorylierungen von EGFR und Shc, als auch die Shc/Grb-Interaktion
wurden durch Immunoblot mit anti-Phospho-Tyrosin(pY)- und anti-Grb2-Antikörper analysiert. Die anti-pY-Antikörper
inkubierten Membranen wurden „gestrippt“ und mit anti-EGFR- und anti-Shc-Antikörper behandelt.
B, Die Hemmung des EGFR blockiert basales, aber nicht TPA-induziertes RasGTP. Die Zellen wurden wie in A 
behandelt und die Menge an aktivem Ras wurde, wie in Abschnitt 3.2.3. beschrieben, determiniert. Zelllysate wurden 
auf Ras-Expression und Erk-Phosphorylierung analysiert. Die pErk-Membran wurde „gestrippt“ und mit anti-Erk-
Antikörper inkubiert.  
 
4.4. Der Einfluss proteolytisch freigesetzter EGF-Liganden auf die TPA-
induzierte Ras-Aktivierung 
 
Verschiedene Forschungsgruppen dokumentieren, dass TPA Matrix-Metallo-Proteinasen 
aktiviert, welche die Ektodomäne von in der Plasmamembran lokalisierten EGF-ähnlichen 
Liganden spalten [143, 156, 157]. Die proteolytische Freisetzung eines solchen Liganden wie 
Heparin-bindendem EGF (HB-EGF) führt zur Liganden-Rezeptor-Interaktion, was in der 
Aktivierung des EGFR-Rezeptors und seinem Signalweg, in dem Ras eine wichtige 
Komponente darstellt, resultiert [155, 156].  
Um zu überprüfen, ob TPA in der Lage ist, die Freisetzung von HB-EGF zu induzieren, 
wurden COS7-Zellen für verschiedene Zeiträume mit 100 nM TPA behandelt und das 
Zellkulturmedium auf freigesetztes HB-EGF analysiert. Dabei wurde die Tatsache, dass HB-




genutzt. Die zu verschiedenen Zeitpunkten freigesetzten Mengen an endogenem HB-EGF 
sind in Abbildung 11A dargestellt. Man stellt fest, dass ohne Stimulation keine Menge an HB-
EGF im Medium zu detektieren ist. Erste Mengen an HB-EGF erscheinen nach 7-10 Minuten 
und die Freisetzung dieses Liganden steigt bis zum Ende der Versuchsreihe weiter an (Abb. 
11A). Ähnliche Beobachtungen wurden von anderen Arbeitsgruppen gemacht, die allerdings 
proHB-EGF in COS7- und Vero-H-Zellen überexprimierten [155, 156] und welche eine 
Freisetzung an HB-EGF erst nach 10-30 Minuten untersuchten. Vergleicht man das 
freigesetzte HB-EGF mit dem in der Plasmamembran verbliebenen proHB-EGF und tail-
fragment, fällt auf, dass es zu keiner detektierbaren Anhäufung des tail-fragments kommt und 
proHB-EGF keine Mengenabnahme im Zelllysat zeigt (Abb. 11A). Dies steht im Kontrast zu 
den Daten von Umata et al. und Prenzel et al., in denen eine eindeutige tail-fragment-
Akkumulation zu beobachten ist [155, 156]. Anscheinend sind die in COS7-Zellen 
freigesetztem Mengen an endogenem HB-EGF so gering, dass die Anhäufung des tail-
fragments im Zelllysat mit dem verwendeten Antikörper nicht feststellbar oder dieser zu 
unspezifisch ist.  
Ein Vergleich der Kinetiken der HB-EGF-Freisetzung (Abb. 11A) und Ras-Aktivierung nach 
TPA-Stimulation (Abb. 8A) zeigt zudem widersprüchliche Ergebnisse. Die Freisetzung von 
HB-EGF tritt erst nach 7 Minuten zu spät für das TPA-induzierte RasGTP-Signal auf, 
welches schon nach 2 Minuten zu erkennen ist und sein Maximum zwischen 5-7 Minuten 
erlangt. Dies lässt vermuten, dass HB-EGF nicht essentiell für die Ras-Aktivierung nach 
TPA-Behandlung ist. Jedoch ist es möglich, dass die per Western Blot nicht detektierten 
Mengen an HB-EGF ausreichen, den EGFR und auch Ras zu aktivieren. HB-EGF könnte 
somit einen potentiellen Vermittler der TPA-induzierten Ras-Aktivierung darstellen, dessen 
Einfluss durch weitere Experimente untersucht werden musste. 
Um die Rolle proteolytisch freigesetzten HB-EGFs auf die Phorbolester-ausgelöste Ras-
Aktivierung aufzuklären, wurde eine nichttoxische Mutante des Diphterietoxins, CRM197, 
verwendet, welche freigesetztes HB-EGF „einfängt“ und seine Rezeptor-Bindung und -
Aktivierung verhindert. COS7-Zellen wurden deshalb mit 5µg/ml CRM197 inkubiert oder 
blieben unbehandelt und wurden daraufhin mit 100 nM TPA stimuliert und anschließend 
analysiert.  
Die Behandlung der Zellen mit CRM197 führte, verglichen mit unbehandelten Zellen, zu 
verringerten basalen RasGTP-Niveaus (Abb. 11B). Der Einfluss von CRM197 auf die TPA-
induzierte Ras-Aktivierung ist dagegen als gering zu betrachten, da die RasGTP-Niveaus sich 




Erk, fällt auf, dass dieser dem Muster des RasGTP-Signals folgt. CRM197 hemmt basale Erk-
Aktivität, jedoch keine TPA-induzierte Erk-Aktivierung (Abb. 11B), was schon in einer 
früheren Veröffentlichung gezeigt wurde [178]. Korrelierend mit den Literaturdaten führt die 
Blockade des HB-EGF zur Hemmung der EGFR-Aktivierung und Tyrosinphosphorylierung 
des Adaptorproteins Shc, als auch zu verminderter Shc/Grb2-Interaktion (Abb. 11C) [155]. 
Vergleicht man diese Beobachtungen mit dem RasGTP-Pulldown aus Abbildung 11B, zeigt 
sich somit ein divergentes Bild, wie es schon nach AG1478-Behandlung zu beobachten war 
(Abb. 10). Die Hemmung der EGFR-Aktivierung durch AG1478 und CRM197 führt zum 
Zusammenbruch des postulierten Signalweges vom EGFR zu Ras und zur Reduktion der 
basalen Ras-und Erk-Aktivität, allerdings kann TPA im Hintergrund der AG1478- und 
CRM197-Behandlung Ras und Erk aktivieren. Beide Untersuchungen demonstrieren somit, 
dass der EGFR-Signalweg zwar den Erhalt der basalen Ras- und Erk-Aktivität, jedoch nicht 








Abbildung 11: A, TPA induziert die Freisetzung des EGFR-Liganden HB-EGF. COS7-Zellen wurden mit DMSO 
(D) für 30 Minuten oder für die angegebenen Zeiträume mit 100 nM TPA stimuliert. Freigesetztes HB-EGF wurde mit 
50 µl/Probe Heparin-Agarose aus dem Zellkulturmedium extrahiert und mit anti-HB-EGF-Antikörper determiniert. 
Zelllysat wurde auf das membranständige proHB-EGF analysiert. B, Die Hemmung der HB-EGF-Bindung an den 
EGFR blockiert basales RasGTP, aber nicht die Ras-Aktivierung nach TPA-Stimulation. COS7-Zellen blieben 
entweder unbehandelt oder wurden mit 5 µg/ml CRM197 für 15 Minuten präinkubiert und anschließend mit DMSO (D) 
für 10 Minuten oder mit 100 nM TPA für die angegebenen Zeiträume stimuliert. Die Menge an aktivem Ras wurde, wie 
oben beschrieben, verifiziert. Zelllysate wurden auf Ras-Expression und Erk-Phosphorylierung analysiert. Die pErk-
Membran wurde gestrippt und mit anti-Erk-Antikörper inkubiert. C, Die Hemmung der HB-EGF-Bindung an den 
EGFR blockiert die basale und die TPA-induzierte EGFR- und Shc-Tyrosinphosphorylierung und Shc/Grb2-
Interaktion. Es wurde derselbe Versuchsaufbau wie in B verwendet. EGFR- und Shc-Tyrosinphosphorylierung und 
Shc/Grb2-Interaktion wurden durch IP von EGFR und Shc analysiert, gefolgt von Immunblotting mit anti-
Phosphotyrosin (pY)-und anti-Grb2-Antikörpern. Die pY-Membranen wurden gestrippt und mit anti-EGFR- und anti-
Shc-Antikörper determiniert.  
 
4.5. Die Rolle von Reaktiven Sauerstoff Spezies (ROS) in der TPA-bedingten 
Ras-Aktivierung  
 
Phorbolester sind bekannte Auslöser von Reaktiven Sauerstoff-Spezies (ROS) wie H2O2 in 
Makrophagen und Neutrophilen und stehen im Verdacht, die Bildung von ROS auch in 
epithelialen, endothelialen Zellen und Fibroblasten zu induzieren [158, 179, 180]. Einige 
Arbeiten beschreiben zudem, dass die ROS-Bildung durch Phorbolester durch PKCs 
vermittelt wird [158, 181-183].Nun wurde gezeigt, dass reaktive freie Radikale Ras aktivieren 




ROS bedingt ist. Viele der von ROS ausgelösten zellulären Effekte können durch die 
Inhibierung von Protein-Tyrosin-Phosphatasen (PTP) erklärt werden, welche durch die 
Oxidation des konservierten und für die Funktion der PTP essentiellen Cystein-Restes im 
katalytischen Zentrum der Phosphatase zustande kommen [185]. Die PTP-Inhibierung kann 
daraufhin in verlängerter Tyrosinphosphorylierung der PTP-Substrate und in einer 
Aktivierung verschiedener Signalwege resultieren [181].  
Um herauszufinden, ob ROS oder die ROS-abhängige PTP-Inhibierung an der TPA-
induzierten EGFR- oder Ras-, Erk-Aktivierung beteiligt sind, wurde eine kürzlich entwickelte 
Methode, welche die reversible Oxidation/Inhibition der PTPs sichtbar macht, verwendet 
[160, 175]. Hierbei wurden Zelllysate von TPA-behandelten COS7-Zellen in der Anwesenheit 
von Iodessigsäure hergestellt, welches zur irreversiblen Alkylierung der nicht-oxidierten 
Cysteine im katalytischen Zentrum der PTPs führt. Die transient reversibel oxidierten PTPs 
waren gegen Iodessigsäure geschützt und wurden nicht alkyliert. Die Zelllysate wurden 
anschließend einer SDS-PAGE unterworfen, gefolgt von einer im Gel stattfindenden 
Renaturierung der PTPs und einem In-Gel-Phosphatase-Assay. Sichtbar wurden nur die zuvor 
transient reversibel gehemmten und nun renaturierten, aktiven PTPs, die sich als helle Banden 
vom schwarzen, 32P-bedingten Hintergrund abhoben.  
Behandelte man COS7-Zellen mit H2O2 und TPA führte dies zur reversiblen transienten PTP-
Inhibierung (Abb. 12A). Dies kann eine verlängerte Tyrosin-Phosphorylierung verschiedener 
Signalproteine zur Folge haben, welche daraufhin den Grb2/Sos-Komplex binden, ihn in die 
Nähe von Ras bringen und somit zur Ras-Aktivierung führen. Dieser Verdacht besteht zudem, 
weil die Inhibierung der PTPs der Kinetik der EGFR- und Ras-Aktivierung nach TPA-
Behandlung gleicht (Abb. 8A, 10A, 11C und 12A). Zur weiteren Untersuchung, ob TPA über 
ROS-Bildung die EGFR- oder/und die Ras-Aktivierung in COS7-Zellen induziert, wurden die 
Zellen vor der Stimulation mit ROS-hemmenden, thiol-basierten Antioxidanzien wie N-
Acetyl-L-Cystein (LNAC) behandelt. Zum Vergleich wurden die Zellen mit H2O2, welches 
zur Oxidation des katalytischen Cysteins im aktiven Zentrum der Protein-Tyrosin-
Phosphatasen (PTP) führt und dadurch PTP hemmt, inkubiert. Bei einer Involvierung von 
ROS in die PTP-Inhibierung, die in einer Ras-Aktivierung resultiert, sollte der Effekt von 
H2O2 und TPA durch LNAC hemmbar sein. Es zeigte sich, dass 20 mM LNAC die TPA-
induzierte Ras-Aktivierung nicht hemmt (Abb. 12B). Zudem fällt auf, dass 0,5 mM H2O2 Ras 
in COS7-Zellen nicht aktivieren kann, was einen Einfluss von ROS auf Ras in diesen Zellen 
als fraglich erscheinen lässt (Abb.12B). Betrachtet man den Aktivierungszustand von Erk, so 




dass die H2O2-Behandlung in einer schwachen LNAC-sensitiven Erk-Aktivierung resultierte 
(Abb.12B). Die Behandlung der Zellen mit TPA und H2O2 führte zur Transaktivierung des 
EGFR, welche durch LNAC gehemmt wurde (Abb. 12C). Das gleiche Muster kann für die 
Tyrosinphosphorylierung des Adaptorproteins Shc und die Interaktion zwischen Shc und 
Grb2 beschrieben werden (Abb. 12C). Aufgrund der Tatsachen, dass die TPA- und H2O2-
induzierte EGFR-, Shc-Phosphorylierung und Shc/Grb2-Interaktion LNAC-sensitiv sind, die 
TPA-induzierte Ras- und Erk-Aktivierung durch LNAC nicht inhibiert werden konnten und 
H2O2 zu keiner Ras-Aktivierung führte, kann man davon ausgehen, dass die TPA- und H2O2- 
induzierte ROS-Bildung zwar den EGFR und seinen Signalweg aktiviert, dies jedoch nicht 
essentiell für die Ras-Aktivierung ist. Der EGFR scheidet somit auch hier als Vermittler der 







Abbildung 12 : A,  TPA und H2O2 induzieren transiente reversible Protein-Tyrosin-Phosphatase(PTP)-
Inaktivierung. COS7-Zellen blieben entweder unbehandelt oder wurden mit 100 nM TPA oder 0,5 mM H2O2 für die 
angegebenen Zeiträume stimuliert. Zellen wurden in An- oder Abwesenheit von Iodessigsäure lysiert, welche zur 
irreversiblen Alkylierung von nicht-oxidierten PTPs führt. Die Lysate wurden anschließend einem In-Gel-Phosphatase-
Assay [175] zur Detektion von PTPs unterworfen. Renaturierte, nicht alkylierte (vor der Renaturierung transient
reversibel oxidierte) PTPs hydrolysieren das 32P-gelabelte Substrat und sind als weiße Banden zu erkennen. B, Die TPA-
induzierte Ras-Aktivierung ist nicht durch Antioxidantien hemmbar. COS7-Zellen blieben entweder unbehandelt 
oder wurden mit 20 mM N-Acetyl-L-Cystein (LNAC) für 10 Minuten präinkubiert und anschließend mit 100 nM TPA 
oder 0,5 mM H2O2 für die angegebenen Zeiträume stimuliert. Die Menge an aktivem Ras wurde, wie oben beschrieben, 
verifiziert. Zelllysate wurden auf Ras-Expression und Erk-Phosphorylierung analysiert. Die pErk-Membran wurde 
gestrippt und mit anti-Erk-Antikörper inkubiert. C, Die TPA- und H2O2-induzierte EGFR- und Shc-
Tyrosinphosphorylierung und Shc/Grb2-Interaktion ist durch Antioxidantien hemmbar. Es wurde derselbe 
Versuchsaufbau wie in B verwendet. EGFR- und Shc-Tyrosinphosphorylierung und Shc/Grb2-Interaktion wurden durch 
IP von EGFR und Shc analysiert, gefolgt von Immunblotting mit anti-Phosphotyrosin (pY)-und anti-Grb2-Antikörpern. 
Die pY-Membranen wurden gestrippt und mit anti-EGFR- und anti-Shc-Antikörper determiniert.  
 
4.6. Der Einfluss von Proteinkinase C (PKC) auf basales RasGTP  
 
In den von vielen Arbeitsgruppen untersuchten Zellsystemen, in denen Ras durch TPA 
aktiviert wird, ist dies durch PKC-Inhibitoren blockierbar [125, 140, 141, 144, 145]. PKCs 
stellen einen ubiquitär exprimierten Rezeptor für DAG und sein Analogon den Phorbolester 
TPA dar [112]. Durch die oben beschriebenen Ergebnisse, dass Ras durch TPA aktiviert wird, 
stellt sich die Frage, inwieweit PKC hierin beteiligt sind. Zur Beantwortung dieser Frage 




COS7-Zellen mit steigenden Konzentrationen des PKC-Inhibitor Bisindolylmaleimid I (BIM 
I) behandelt [186].  
Die basale Ras-Aktivität wurde ab einer Konzentration von 4-6 µM des PKC-Hemmers BIM I 
inhibiert (Abb. 13). Zur Kontrolle, dass die PKC durch BIM I gehemmt wurden, ist der 
Phosphorylierungszustand des PKC-Substrates MARCKS analysiert worden (Abb. 13). Eine 
Behandlung der Zellen ab einer Konzentration von 500 nM BIM I führt zur kompletten 
Blockade der MARCKS-Phosphorylierung (Abb.13). In vitro-Inhibitorstudien demonstrierten, 
dass schon bei einer BIM-I-Konzentration von 1 µM nicht nur PKCα, sondern auch weitere 
Signalproteine wie Rsk2, S6K, GSK-3 und Msk1 gehemmt werden [187, 188]. Eine PKC-
spezifische Hemmung kann ab diesen Konzentrationen ausgeschlossen werden. 
Untersuchungen mit BIM I-Konzentrationen zwischen 50 und 200 nM zeigten ebenso keinen 
Effekt auf die basale Ras-Aktivität, allerdings war die Phosphorylierung von MARCKS 
komplett blockiert (Daten nicht gezeigt), womit ein Einfluss von PKC auf den Erhalt von 
basalen RasGTP ausgeschlossen werden kann. Zudem ist die basale Erk-Phosphorylierung 
nicht PKC-abhängig (Abb.13).  
Weiterhin wurde der Einfluss der PKC-Herunterregulation durch TPA untersucht (Abb. 13). 
Hierfür wurden die COS7-Zellen zusammen mit DMSO oder 100 nM TPA für 24h 
ausgehungert. Anschließend blieben diese entweder unbehandelt oder wurden mit 10 µM 
BIM I für 15 Minuten, 100 nM TPA für 5 Minuten inkubiert. Es zeigte sich, dass Ras nach 
24h-Behandlung mit TPA nicht mehr durch TPA aktivierbar war und durch hohe 
Konzentrationen an BIM I inhibierbar blieb. Allerdings waren Ras-GTP und der 
Phosphorylierungszustand von MARCKS nach 24-stündiger TPA-Inkubation gegenüber den 
basalen Niveaus dieser beiden Proteine erhöht. Analysen der Zelllysate in Abbildung 13 
zeigen, dass die klassischen PKC (hier nur α, β I gezeigt) herunterreguliert, die neuen PKC 
(nur ε gezeigt) allerdings fast unverändert exprimiert wurden. Dies gab einen ersten Hinweis 






Abbildung 13 : Die Hemmung der PKC führt nicht zur Erniedrigung des basalen RasGTP. Unbehandelte, DMSO 
(D ü) oder 100 nM TPA (TPA ü) behandelte COS7-Zellen wurden ohne Serum für 24 h gehungert. Diese COS7-Zellen 
wurden wie angegeben mit verschiedenen Konzentrationen an BIM I für 15 Minuten behandelt. Inkubationen mit 
DMSO (D) erfolgten für 15 Minuten,  mit TPA für 5 Minuten. Die Menge an aktivem Ras wurde, wie oben beschrieben, 
determiniert. Zelllysate wurden auf Ras-, PKC α−, β I- und ε-Expression und MARCKS- und Erk-Phosphorylierung
analysiert. Die pErk-Membran wurden gestrippt und mit anti-Erk-Antikörper inkubiert.  
 
4.7. PKC-Inhibition führt zur kompletten Blockade der TPA-induzierten Ras-
Aktivierung 
 
Nachdem ersichtlich war, dass die basale Ras-Aktivität in COS7-Zellen nicht PKC-abhängig 
war, wurde der Einfluss von PKC auf die TPA-induzierte Ras-Aktivierung in diesen Zellen 
untersucht. Daher wurden COS7-Zellen mit steigenden Konzentrationen an BIM I und diese 
anschließend mit 100 nM TPA inkubiert und danach analysiert. 
Es zeigte sich, dass die Ras-Aktivierung nach TPA-Stimulation PKC-abhängig war (Abb. 
14A). Schon eine PKC-Inhibitorkonzentration von 50 nM führte zu einer mehr als 50%igen 
Hemmung des TPA-induzierten RasGTP-Signals (Abb. 14A). Bei dieser 




Hemmeffekte auf andere Signalproteine erst ab einer Konzentration von 170 nM beschrieben 
wurden [188]. Die Inhibierung der PKC führte dabei nicht nur zur Blockade der Ras-
Aktivierung nach Phorbolester-Behandlung, sondern auch zur Hemmung der 
Tyrosinphosphorylierungen von EGFR und Shc, zu verringerter Shc/Grb2-Wechselwirkung 
und zur Blockade der Phosphorylierung von Erk (Abb. 14A, B). Dabei zeigen alle 
untersuchten Signalproteine das gleiche Hemmmuster wie die TPA-induzierte Ras-
Aktivierung nach PKC-Inhibierung. Aufgrund des oben beschriebenen Nachweises, dass der 
EGFR-Signalweg nicht in die TPA-induzierte Ras-Aktivierung involviert ist, kann davon 
ausgegangen werden, dass PKC sowohl die EGFR/Shc-Phosphorylierung als auch die 
Aktivierung von Ras durch TPA vermittelt, was jedoch auf unterschiedlichen Signalwegen 
geschieht. Der Immunoblot für das Phospho-Serin-PKC-Substrat wurde durchgeführt, um 








Abbildung 14 : A, Die Hemmung der PKC blockiert die TPA-induzierte Ras-Aktivierung. COS7-Zellen blieben 
entweder unbehandelt oder wurden mit DMSO (D) oder mit steigenden Konzentrationen des PKC-Inhibitor BIM I für 15 
Minuten präinkubiert, wie angegeben mit 100 nM TPA für 5 Minuten stimuliert und anschließend lysiert. Die Menge an 
aktivem Ras wurde, wie weiter oben beschrieben, verifiziert. Zelllysate wurden auf Ras-Expression, pSerin-PKC-
Substrat und Erk-Phosphorylierung analysiert. Die pErk-Membran wurde gestrippt und mit anti-Erk-Antikörper
inkubiert. B, Die Hemmung der PKC blockiert die TPA-induzierte EGFR- und Shc-Tyrosinphosphorylierung und 
Shc/Grb2-Interaktion. Der Versuchsaufbau ist dergleiche wie in A. EGFR- und Shc-Tyrosinphosphorylierung wurden 
durch IP von EGFR und Shc analysiert, gefolgt von Immunblotting mit anti-Phosphotyrosin (pY)-Antikörpern. Die pY-
Membranen wurden gestrippt und mit anti-EGFR- und anti-Shc-Antikörper behandelt. Die Shc/Grb2-Interaktion wurde 
durch IP von Grb2 analysiert. Für das Immunblotting wurden anti-pY- und anti-Grb2-Antikörper verwendet. Die pY-
Membran wurde gestrippt und mit anti-Shc-Antikörper analysiert.  
 
Um die Daten, dass BIM I nicht die basalen RasGTP-Niveaus hemmt, sondern nur TPA-
induzierte, direkt vergleichen zu können, wurde der Experimentaufbau verändert. So blieben 
COS7-Zellen entweder unbehandelt oder wurden mit 1 µM BIM I präinkubiert, woran sich 
eine 100 nM TPA-Stimulation über verschiedene Zeiträume anschloss.  
Es zeigte sich, dass BIM I basale RasGTP-und Phospho-Erk-Niveaus nicht verringert und nur 




dann bestehen, wenn nur 200 nM BIM I verwendet wurden (Daten nicht gezeigt). Gegenüber 
den EGFR-, HB-EGF- und ROS-Hemmungen, die keine oder nur eine geringe Abnahme der 
TPA-induzierten Ras-Aktivierung zeigten, stellt die Wirkung der Inhibierung der PKC somit 
ein Spiegelbild dar. Die Hemmung der PKC verringerte keine basalen RasGTP- und Erk-
Phosphorylierungsniveaus, sondern nur TPA-induzierte, was demonstriert, dass die PKC 




Abbildung 15: Die Hemmung der PKC blockiert die TPA-induzierte Ras- und Erk-Aktivierung, aber nicht 
basales RasGTP und basal phosphorylierte Erk. COS7-Zellen blieben entweder unbehandelt oder wurden mit DMSO 
(D) oder mit 1 µM PKC-Inhibitor BIM für 15 Minuten präinkubiert, mit 100 nM TPA für die angegebenen Zeiträume 
stimuliert und anschließend lysiert. Die Menge an aktivem Ras wurde, wie oben beschrieben, determiniert. Zelllysate
wurden auf Ras-Expression und Erk-Phosphorylierung analysiert. Die pErk-Membran wurde gestrippt und mit anti-Erk-
Antikörper behandelt.  
 
4.8. Zusammenfassung der Effekte der EGFR- und PKC-Inhibition auf die 
RasGTP-Niveaus 
 
Um eine bessere Übersicht über die Ergebnisse der TPA-induzierten Ras-Aktivierung, die 
nach EGFR-, HB-EGF- und PKC-Inhibierung beobachtet wurden, zu erhalten, sind die 
Ergebnisse aus drei unabhängigen Versuchen je Inhibitor als Quantifizierungen 
zusammengefasst worden. Hierbei stellt Abbildung 16A die densitometrische Analyse der 
absoluten RasGTP-Niveaus der behandelten gegenüber den unbehandelten Zellen und 
Abbildung 16B das Verhältnis der absoluten gegenüber den basalen RasGTP-Niveaus dar. 
Aus Abbildung 16A ist ersichtlich, dass AG1478 basales RasGTP hemmt. Zudem scheint es 




geben (Abb. 16A). Fasst man die Daten der densitometrischen Analyse der absoluten 
RasGTP-Niveaus nach TPA-Stimulation im Hintergrund der EGFR-Hemmung (Abb. 16A) 
und die Korrekturen der absoluten gegenüber den basalen RasGTP-Werten (Abb. 16B) 
zusammen, zeigt sich, dass AG1478 die Netto-Akkumulation an TPA-induziertem RasGTP 
nicht hemmt. Eine ähnliche Situation ist bei der Behandlung der COS7-Zellen mit CRM197 
zu beobachten. CRM197 führt zu einer starken Verringerung des basalen RasGTP und zu 
einer sehr geringen Abnahme der TPA-induzierten Ras-Aktivierung (Abb. 16A). Der 
Vergleich von Abbildung 16A und 16B zeigt indes, wie bei AG1478 zuvor, dass die Netto-
Akkumulation an RasGTP nach TPA-Gabe durch CRM197 nicht inhibiert wird. Jedoch ist in 
Abbildung 16B deutlich zu erkennen, dass die TPA-induzierte Netto-Ras-Aktivierung nach 
EGFR- und HB-EGF-Hemmung verglichen mit alleiniger TPA-Behandlung erhöht ist. Dies 
würde bedeuten, dass der EGFR und HB-EGF einen negativen Einfluss auf die TPA-
induzierte Ras-Aktivierung haben, was indes aufgrund der erhaltenen Daten unwahrscheinlich 
ist. 
Im Gegensatz zu diesen beiden Inhibitoren zeigt der PKC-Hemmstoff BIM I eine andere 
Wirkung. BIM I führt zu keiner Hemmung der basalen aber zur Inhibierung der TPA-
induzierten RasGTP-Niveaus (Abb. 16A). Vergleicht man wieder die Daten der 
densitometrischen Analyse der TPA-induzierten absoluten RasGTP-Niveaus nach BIM I-
Hemmung (Abb. 16A) und die Korrekturen der absoluten gegenüber den basalen RasGTP-
Werten (Abb. 16B), zeigt sich, dass BIM I die TPA-induzierte Ras-Aktivierung inhibiert. 
PKC stellen somit den Vermittler der Ras-Aktivierung nach TPA-Stimulation dar, wogegen 







Abbildung 16: Zusammenfassung der Ergebnisse der EGFR-, HB-EGF- und PKC-Hemmung auf RasGTP. A, 
Absolute RasGTP-Niveaus aus den Abbildungen 10B, 11B und 15 wurden per densitometrischer Analyse quantifiziert. 
Der Wert der unbehandelten und unstimulierten Zellen wurde gleich 1 gesetzt. Es wurde ein Student` t-Test durchgeführt 
und P < 0,05 ist als * gekennzeichnet. Die Daten repräsentieren den Durchschnittswert mit Standardabweichung von 
jeweils drei unabhängigen Versuchen. B, Die Werte wurden durch basales RasGTP korrigiert und als Verhältnis von 
absoluten/basalen RasGTP-Niveaus dargestellt. Die Daten repräsentieren den Durchschnittswert mit
Standardabweichung von jeweils drei unabhängigen Versuchen. Schwarze Balken: TPA allein; grau-




4.9. Der Einfluss intrazellulärer Ca2+-Signale auf die TPA-induzierte Ras-
Aktivierung 
 
Aufgrund der Beobachtung, dass die Herunterregulation der klassischen PKC die TPA-
induzierte Ras-Aktivierung supprimierte, sollte der Einfluss der klassischen PKC, die Ca2+-
Ionen zur kompletten Aktivierung benötigen [112], durch Manipulation intrazellulärer Ca2+-
Spiegel untersucht werden. Hierfür wurde der zellpermeable Ca2+-Chelator BAPTA/AM und 
das Ca2+-Ionophor Ionomycin verwendet. COS7-Zellen wurden mit 100 nM TPA, 200 nM 
BIM I, 10 µM BAPTA/AM, 50ng/ml Ionomycin und Kombinationen aus diesen inkubiert 
(Abb. 17).  
Wie erwartet, führt TPA-Behandlung zur Ras- und Erk-Aktivierung. Außerdem ist zu 
erkennen, dass die Erhöhung und Erniedrigung der intrazellulären Ca2+-Spiegel zu einer sehr 
schwachen Ras-Aktivierung führen, die jeweilige Kombination von BAPTA/AM oder 
Ionomycin mit TPA nur eine Verringerung des RasGTP-Levels, verglichen zu TPA allein, 
bewirkt (Abb. 17). Diese Kombinationen sind BIM I sensitiv, wobei die Kombination aus 
TPA/Ionomycin BIM I-sensitiver als die aus TPA/BAPTA/AM ist, und dass die gemeinsame 
Inkubation von BAPTA/AM, Ionomycin und TPA die gleiche RasGTP-Signalstärke wie TPA 
alleine ergibt (Abb.17). Die Erk-Aktivierung folgt dabei dem RasGTP-Muster. Die Analyse 
des PKC-Substrates MARCKS zeigte, dass sowohl eine Erhöhung als auch eine Erniedrigung 
der intrazellulären Ca2+-Spiegel zusammen mit TPA zu leicht verstärkter MARCKS-
Phosphorylierung führte, dies jedoch nicht in erhöhter Ras- oder Erk-Aktivierung nach TPA-
Behandlung resultierte (Abb. 17). Man kann daher sagen, dass die intrazellulären Ca2+-
Spiegel nicht essentiell für die TPA-induzierte Ras- und Erk-Aktivierung sind bzw. dass der 







Abbildung 17: Ca2+-Inhibition und Stimulation zeigen eher marginale Effekte auf die Ras-Aktivierung. COS7-
Zellen blieben unbehandelt oder wurden, wie oben angegeben, mit DMSO (D) oder mit 200 nM BIM oder 10 mM
BAPTA/AM für 15 Minuten präinkubiert , mit 100 nM TPA oder 50 ng/ml Ionomycin für 5 Minuten stimuliert und 
anschließend lysiert. Die Menge an aktivem Ras wurde, wie oben beschrieben, verifiziert. Zelllysate wurden auf Ras-
Expression, MARCKS- und Erk-Phosphorylierung analysiert. Die pErk-Membran wurde gestrippt und mit anti-Erk-
Antikörper inkubiert.  
 
4.10. Der MEK-Inhibitor PD98059 erhöht die TPA-induzierte Ras-
Aktivierung  
 
Zahlreiche Arbeitsgruppen demonstrierten, dass die Aktivierung von Ras durch EGF und 
Insulin über einen Feedback-Mechanismus gehemmt wird [189-192], dem die Serin- 
Phosphorylierung des RasGEF Sos zugrunde liegt, welche sich in verringerter Mobilität in 
SDS-Polyacrylamid-Gelen offenbart [193-196]. Resultate, die mit spezifischen Inhibitoren für 
MEK erhalten wurden, ließen darauf schließen, dass Erk für die Sos-Phosphorylierung 
verantwortlich ist. Zudem ging in diesen Veröffentlichungen die MEK-Hemmung mit 
erhöhter Ras-Aktivierung einher [189, 190]. Weiterhin konnte in PC12-Zellen demonstriert 
werden, dass die EGF-induzierte Sos-Phosphorylierung nicht nur durch Erk sondern auch 
durch Rsk2 bedingt ist [197]. Beide Kinasen phosphorylieren jedoch unterschiedliche 




darüber, wie der durch Sos-Phosphorylierung bedingte Ras-Inaktivierungsmechanismus nach 
Stimulation mit Insulin, EGF und TPA abläuft. Die Behandlung mit Insulin und TPA 
resultierte in der Dissoziation des Grb2/Sos-Komplexes [191, 192, 198-200], wogegen die 
EGF-Stimulation verschiedene Resultate erbrachte. So führte EGF in einer Publikation ebenso 
zur Dissoziation von Sos und Grb2 [189], doch konnten andere Arbeitsgruppen keine 
Verringerung der Menge an Grb2/Sos-Komplexen detektieren [198, 199, 201, 202]. Die 
letztgenannten Publikationen schlagen allerdings vor, dass der Grb2/Sos-Komplex nach Sos-
Phosphorylierung aufgrund verringerter Affinität für tyrosinphosphorylierten EGFR und Shc 
von diesen dissoziiert [198, 199, 201, 202].  
Um zu prüfen, welche der für EGF, Insulin und TPA erhaltenen Daten auch auf COS7-Zellen 
übertragbar sind, wurden diese Zellen entweder nicht oder mit 50 µM des MEK-Inhibitors 
PD98059, welcher die Aktivierung von Erk blockiert, behandelt. PD98059 ist bei dieser 
Konzentration MEK-spezifisch und hemmt keine weiteren Kinasen [187].  
Die Hemmung von MEK führte zur Erhöhung der TPA-induzierten Ras-Aktivierung (Abb. 
18A), was die Beteiligung eines Signalproteins unterhalb von MEK in die Aktivierung von 
Ras vermuten lässt. Die stark verringerte Aktivierung von Erk stellt die Kontrolle für die 
erfolgreiche Hemmung von MEK dar (Abb. 18A). Fehlende Änderungen des 
Tyrosinphosphorylierungs-Musters von EGFR und Shc demonstrieren die Irrelevanz dieser 
beiden Proteine für die RasGTP-Erhöhung nach der MEK-Inhibierung (Abb. 18B). Allerdings 
ist eine leichte Erhöhung der Interaktion von Grb2 mit Shc nach MEK-Hemmung 
auszumachen, die durch erhöhte Sos-Rekrutierung zu Ras eine vermehrte und verlängerte 
Ras-Aktivierung erlauben könnte (Abb.18B). Dies steht im Einklang mit Daten, die eine 
verringerte Affinität des Grb2/Sos-Komplexes aufgrund der Sos-Phosphorylierung gegenüber 
tyrosinphosphorylierten Shc oder EGFR offenbarten [198, 199, 201, 202]. Die Untersuchung 
der Interaktion zwischen Sos und Grb2 demonstriert, dass die MEK-Inhibierung keinen 
Einfluss auf die Grb2/Sos-Wechselwirkung besitzt (Abb. 18). Somit kann hier davon 
ausgegangen werden, dass die verlängerte Assoziation des Grb2/Sos-Komplexes durch die 
MEK-Hemmung als Ursache für erhöhte RasGTP-Niveaus ausschließt. Um zu überprüfen, ob 
die MEK-Inhibierung auch den Sos mobility-shift verringert, wurde Sos aus dem Zelllysat 
analysiert. Es zeigte sich, dass die Hemmung der MEK nicht zum Verschwinden des TPA-
induzierten Sos mobility-shifts führt (Abb. 18C). Diese Daten stehen im Kontrast zu den 
Insulin-Daten von Langlois et al. und Waters et. al die zwar genauso eine Erhöhung der Ras-
Aktivierung beobachteten, die jedoch nach Behandlung der Zellen mit dem MEK-Inhibitor 




Kinase bzw. welcher Signalweg unterhalb einer Kinase die TPA-induzierte Sos-
Phosphorylierung vermittelt, wurden COS7-Zellen mit dem EGFR-Inhibitor AG1478 und 
dem PKC-Hemmer BIM I präinkubiert und anschließend mit TPA behandelt. Der Sos 
mobility shift verschwindet dabei nur nach PKC-Inhibierung und ist nicht EGFR-abhängig 
(Abb. 18C). Die TPA-induzierte Sos-Phosphorylierung folgt somit dem gleichen Muster, wie 
die TPA-induzierte Ras- und Erk-Aktivierung. Daher könnte die Phorbolester-ausgelöste Sos-
Phosphorylierung die EGFR-unabhängige Ras-Aktivierung nach TPA-Behandlung bedingen. 
Ob diese Sos-Phosphorylierung einen Einfluss auf die Ras-Aktivierung besitzt, konnte jedoch 








Abbildung 18 : A, Der MEK-Inhibitor PD98059 erhöht die TPA-induzierte Ras-Aktivierung. COS7-Zellen blieben 
entweder unbehandelt oder wurden mit der Kontrolle DMSO (D) oder mit 50 µM des MEK-Inhibitors PD98059 für 15 
Minuten präinkubiert, mit 100 nM TPA für die angegebenen Zeiten stimuliert und anschließend lysiert. Die Menge an 
aktivem Ras wurde, wie oben beschrieben, verifiziert. Zelllysate wurden auf Ras-Expression und Erk-Phosphorylierung
analysiert. Die pErk-Membran wurde gestrippt und mit anti-Erk-Antikörper behandelt. B, MEK-Inhibierung führt 
nicht zu veränderter Tyrosinphosphorylierung von EGFR und Shc, jedoch zu geringfügig verstärkter Shc/Grb2-
Assoziation. Es wurde derselbe Versuchsaufbau wie in A verwendet. Die Lysate wurden nacheinander einer EGFR- und 
Shc-Immunopräzipitation unterworfen. Tyrosinphosphorylierungen von EGFR und Shc, als auch die Shc/Grb-
Interaktion wurden durch Immunoblot mit anti-Phospho-Tyrosin(pY)- und anti-Grb2-Antikörper analysiert. Die pY-
Membranen wurden gestrippt und mit anti-EGFR-und Shc-Antikörper inkubiert. C, Der Sos mobility shift ist MEK-
und EGFR-unabhängig, PKC-abhängig und führt nicht zur Grb2/Sos-Komplex-Dissoziation. Für die Sos-IP und 
die Untersuchung des Sos mobility shifts nach MEK-Hemmung wurde derselbe Versuchsaufbau wie in A verwendet. 
Die Sos/Grb2-Interaktion wurde durch IP von Sos analysiert. Für das Immunoblotting wurden anti-Grb2-und anti-Sos-
Antikörper verwendet. Aus dem Zelllysat wurde Sos mit anti-Sos-Antikörper analysiert, welches mit steigender TPA-
Stimulationslänge eine Abnahme der Mobilität im SDS-PAA-Gel aufweist. Die Sos mobility shift- Analyse nach EGFR-
und PKC-Inhibition erfolgte aus dem Zelllysat mit anti-Sos-Antikörper.  
 
4.11. Einfluss von Rsk2 auf die RasGTP-Akkumulation ausgelöst durch TPA 
 
In den Abschnitten 4.6.und 4.7. konnte demonstriert werden, dass BIM I PKC hemmt, was 
keinen Einfluss auf die basale Ras- und Erk-Aktivierung hatte, jedoch die TPA-induzierte 
PKC-Aktivierung und deren vermittelte Signalweitergabe inhibierte. Dafür wurden 
verschiedene Konzentrationen an BIM I verwendet, von denen bekannt ist, dass sie in in 
vitro-Versuchen nicht nur PKC sondern auch weitere Kinasen hemmen können. Zu diesen 
potentiellen BIM-I-sensitiven Kinasen zählen Rsk2, GSK-3, Msk1, p70S6K und PDK1 [187, 




stark. PDK1 wird ab 9 µM, Rsk2, Msk1 und p70S6K ab 1 µM und GSK-3 ab 170 nM 
inhibiert [187, 188, 203]. Das Verwenden von 1 µM BIM I , wie in Abschnitt 4.7., könnte 
demzufolge auch Rsk2, Msk1, GSK-3 und p70S6K gehemmt haben und stellt den der PKC-
zugedachten Effekt auf die TPA-induzierte Ras-und Erk-Aktivierung in Frage. Der mögliche 
Hemmeffekt von BIM I auf Msk1 kann hierbei vernachlässigt werden, da Msk1 nur im 
Nukleus vorkommt [204] und die TPA-induzierte Ras- und Erk-Aktivierung nicht im Zellkern 
stattfindet. Zur Untersuchung inwieweit Rsk2 einen Einfluss auf die Ras-Aktivierung nach 
TPA-Behandlung hat, wurden COS7-Zellen mit Wildtyp-Ki-Ras, Wildtyp-Rsk2 oder eine 
nicht-aktivierbare Rsk2-Mutante transient co-transfiziert und mit diesen Zellen ein RasGTP-
Pulldown durchgeführt. Die co-transfizierten Zellen wurden mit 100 nM TPA für die 
angegebenen Zeiträume inkubiert und daraufhin analysiert. Aufgrund der erhaltenen Daten, 
dass die nicht-aktivierbare Rsk2-Mutante keinen Einfluss auf die Phorbolester-induzierte Ras-
Aktivierung zeigt, kann Rsk2 als Effektor für die BIM I-vermittelte Hemmung der TPA-
abhängigen Ras-Aktivierung ausgeschlossen werden. (Abbildung 19). Ein ähnliches Ergebnis 
wurde mit COS7-Zellen erhalten, in denen Wildtyp-Ha-Ras statt Wildtyp-Ki-Ras co-




Abbildung 19: Die BIM-sensitive Kinase Rsk2 zeigt keinen Effekt auf die TPA-induzierte Ras-Aktivierung.
COS7-Zellen wurden ,wie oben angegeben, transient mit Wildtyp-Ki-Ras,Wildtyp-HA-Rsk2 oder HA-N/C lysRsk2 co-
transfiziert, für 24h wachsen gelassen, für 24 h ohne Serum gehungert und blieben entweder unbehandelt oder wurden 
mit 100 nM TPA für die angegebenen Zeiträume stimuliert. Die Menge an aktivem Ras, wurde wie oben beschrieben, 
verifiziert. Zelllysate wurden auf Expression von  Ki-Ras und HA-markierter Rsk2 und  N/C lysRsk2 analysiert.  
 
Weiterhin wurde in Abschnitt 4.10. untersucht, ob Signalproteine unterhalb von MEK Ras 




Signalproteine dar, da es erstens ein Erk-Substrat ist und  zweitens in PC12-Zellen Sos 
zusammen mit Erk phosphorylieren kann [197]. Aufgrund der Beobachtungen in COS7-
Zellen, dass die Inhibierung von MEK zwar die Ras-Aktivierung nach TPA-Stimulation 
erhöhte, diese jedoch nicht den Sos mobility shift verschwinden ließ, liegt die Vermutung 
nahe, dass weder Erk noch Rsk2 die TPA-induzierte Ras-Aktivierung durch diesen Feedback-
Mechanismus regulieren. Diese Annahme wurde dadurch bestärkt, dass die nicht-aktivierbare 
Rsk2-Mutante keinen Einfluss auf die Ras-Aktivierung nach TPA-Gabe offenbarte (Abb.19).  
 
4.12. Die Rolle der PI3-Kinase und ihrer Signalweitergabe in der TPA-
induzierte Ras-Aktivierung 
 
Wennström et al. konnten in COS7-Zellen eine Involvierung der PI3-Kinase in die 
Aktivierung von Ras und Erk durch geringe Konzentrationen an EGF beobachten [205]. Um 
aufzuklären, ob die PI3-Kinase durch TPA aktiviert und in die RasGTP-Akkumulation nach 
TPA-Behandlung involviert ist, wurden COS7-Zellen unbehandelt gelassen oder mit dem PI3-
Kinase-Inhibitor LY294002 inkubiert und anschließend mit TPA stimuliert.  
Es war zu beobachten, dass die TPA-Stimulation zur erhöhten Phosphorylierung von Akt am 
Serin473 führte und diese durch Inkubation mit dem PI3-Kinase-Hemmer LY294002 
verschwand (Abb. 20A). Zudem zeigte sich, dass die Hemmung der PI3-Kinase keinen 
Einfluss auf die TPA-ausgelöste RasGTP-Akkumulation besitzt (Abb. 20A). Der 
Aktivierungszustand von Erk folgte dabei dem gleichen Muster der Ras-Aktivierung nach 
TPA-Stimulation (Abb. 20A). Ein weiterer Grund zur Untersuchung des Einflusses der PI3-
Kinase auf die TPA-induzierte Ras-Aktivierung war, dass der PI3-Kinase-Signalweg durch 
PDK1, p70S6Kinase und GSK-3 potentiell BIM I-sensitiv ist und diese Kinasen Kandidaten 
für die BIM I-sensitive Ras-Aktivierung darstellen [187, 188, 203]. Da die Hemmung der PI3-
Kinase jedoch keine Änderung der Ras-Aktivierung nach Phorbolester-Behandlung aufwies, 
scheiden alle drei Kinasen als Vermittler der BIM I-Hemmung aus.  
Aufgrund der Beobachtung der Akt-Phosphorylierung nach TPA-Stimulation stellte sich die 
Frage, welches Signalprotein diese vermittelt. Ein möglicher Kandidat stellt der EGFR dar, da 
TPA zu ROS und zur Transaktivierung des EGFRs führt und nach dessen Aktivierung die 
PI3-Kinase über ihre regulatorische Untereinheit an den Rezeptor rekrutiert werden und somit 
in die Nähe ihres Substrates PI(4,5)-P2 gelangen könnte [206]. Dies führt zur Akkumulation 




Phosphorylierung von Akt, wobei die Serin-Phosphorylierung von Akt erst vollzogen werden 
kann, wenn PDK1 Akt am Threonin 308 phosphoryliert hat [207]. Behandelte man COS7-
Zellen mit AG1478, war zu beobachten, dass die TPA-induzierte Akt-Phosphorylierung 
blockiert wurde, was darauf schließen lässt, dass der EGFR die Akt-Phosphorylierung nach 
TPA-Stimulation vermittelt (Abb. 20B). Die TPA-induzierte Akt-Phosphorylierung war 
zudem BIM I-sensitiv (Daten nicht gezeigt), was eine Involvierung der PKC in diese Reaktion 
beweist. Der Phosphorylierungszustand vom PKC–Substrat MARCKS wurde untersucht, um 
eine Beeinträchtigung der PKC-Aktivierung durch den PI3-Kinase- oder den EGFR-Hemmer 









Abbildung 20 :A, Hemmung der PI3-Kinase zeigt keinen Effekt auf die TPA-induzierte Ras und Erk-Aktivierung.
COS7-Zellen blieben entweder unbehandelt oder wurden mit DMSO (D) oder mit 10 µM PI3-Kinase-Inhibitor 
LY294002 für 15 Minuten präinkubiert, mit 100 nM TPA für die angegebenen Zeiträume stimuliert und anschließend 
lysiert. Die Menge an aktivem Ras wurde, wie oben beschrieben, determiniert. Zelllysate wurden auf Ras-Expression, 
Akt-, Erk- und MARCKS-Phosphorylierung analysiert. Die pERK und pAkt-Membranen wurden gestrippt und mit anti-
Erk-und anti-Akt-Antikörper behandelt. B,  Hemmung des EGFR blockiert die TPA induzierte Akt-
Phosphorylierung. COS7-Zellen blieben entweder unbehandelt oder wurden mit DMSO (D) oder mit 200 nM AG1478 
für 15 Minuten präinkubiert, mit 100 nM TPA für die angegebenen Zeiträume stimuliert und anschließend lysiert. 
Zelllysate wurden auf Akt-Phosphorylierung analysiert. Die mit anti-pSerin473-Akt-Antikörper behandelten Membranen 







Der Phorbolester TPA stellt ein langsam-metabolisierbares Diacylglycerol-Analogon dar, 
welches an verschiedene „Rezeptoren“ binden, diese rekrutieren und aktivieren kann. Zu 
diesen Rezeptoren zählen neben Proteinkinase C-Isoformen und RacGAPs der β-Chimärine 
auch RasGEF der RasGRP-Gruppe [111, 126]. Diese können Ras nach Diacylglycerol/TPA-
Bindung aktivieren. Dabei müssen RasGRP1 und 3 zum Erhalt ihrer vollen Aktivität nicht nur 
DAG/TPA binden, sondern auch durch PKC phosphoryliert werden [130]. Die Mitglieder der 
RasGRP-Gruppe zeigen jedoch ein gewebsspezifisches Expressionsmuster und können daher 
nicht als universelle TPA-Ras-Aktivierungsvermittler auftreten [126, 127, 129]. Die Stellung 
als Mediatoren scheinen die PKC einzunehmen, da in vielen untersuchten Zelltypen, die eine 
TPA-induzierte Ras-Aktivierung zeigen, diese Reaktion durch PKC-Inhibitoren hemmbar ist. 
Zu den PKC-sensitiven Zelltypen zählen COS7-fibroblastenähnliche Nierenepithelzellen, 
U937-Monozyten-Vorläuferzellen, Herzmyozyten, T-Zellen und T24-Blasentumorzellen 
[125, 140, 141, 144, 145]. Im Gegensatz zu ihrer Gemeinsamkeit der PKC-Sensitivität 
unterscheiden sich die vorgeschlagenen Mechanismen zur TPA-induzierten RasGTP-
Akkumulation unter diesen Zelltypen sehr deutlich. In Herzmyozyten, azinären Pankreas- und 
COS7-Zellen führt TPA-Stimulation zur Erhöhung des Ras-Nukleotidaustausches [141, 208], 
dagegen wurde in peripheren T-Zellen von einer GAP-Hemmung durch TPA-aktivierte PKC 
als Vermittler für die RasGTP-Akkumulation ausgegangen [140]. Diese Daten wurden jedoch 
nie bestätigt und man geht vielmehr davon aus, dass Ras-Aktivierung in T-Zellen über 
erhöhte GEF-Aktivität erfolgt, PKC-unabhängig über Sos und PKC-abhängig über RasGRP1 
[129, 209, 210]. Weiterhin wurde angenommen, dass eine RasGAP-Hemmung zur TPA-
induzierten Ras-Aktivierung in T24-Blasentumorzellen und COS-Zellen führt, da in beiden 
Zelltypen die Expression von dominant-negativem S17N-Ras, welches die physiologische 
Funktion von RasGEF verhindert, die Ras-abhängige Raf1- bzw. Erk-Aktivierung nach TPA-
Stimulation nicht blockiert [125, 144, 168, 170-172]. Allerdings stehen diese Annahmen im 
Kontrast zu Daten in COS7-Zellen, die eindeutig zeigen, dass TPA zur Erhöhung des 
Guaninnukleotid-Austausches am Ras führt [eigene Diplomarbeit]. 
Dies sind jedoch nicht die einzigen gegensätzlichen Beobachtungen bei der Aufklärung des 
Mechanismus´ der TPA-induzierten Ras-Aktivierung. Kontrovers sind zudem Daten, die 
demonstrieren, dass der Phorbolester TPA die Tyrosinphosphorylierung von EGFR und Shc 




Stimulation nur in COS7-Zellen zur RasGTP-Akkumulation [80, 125, 155, 162, 165]. 
Aufgrund der Tatsache, dass Ras nach TPA-Stimulation in COS7-Zellen aktiviert wird und 
nur unzureichende mechanistische Daten vorliegen, wurden diese als Zellsystem ausgewählt, 
um die Aufklärung des Mechanismus´ der Phorbolester-induzierten Ras-Aktivierung 
voranzutreiben. Dabei wurde auf eine systematische pharmakologische Untersuchung der 
Zellen zurückgegriffen. Zu Beginn der Untersuchung wurden die optimale Zeit und Dosis der 
TPA-Stimulation gesucht, die zum stärksten RasGTP-Signal führte. 
 
5.1. Zeit- und Dosisabhängigkeit der TPA-induzierten Ras-Aktivierung 
 
Die Behandlung der COS7-Zellen mit verschiedenen Konzentrationen an TPA zeigt, dass 100 
nM TPA das stärkste RasGTP-Signal nach 5 Minuten induziert (Abb. 8A). Eine Steigerung 
der TPA-Konzentration bringt nur eine Verringerung des RasGTP-Signals mit sich (Abb. 8B), 
was darauf schließen lässt, dass der „TPA-Rezeptor“ bei 100 nM TPA seine höchste Aktivität 
besitzt. Eine weitere Erhöhung der TPA-Konzentration führt möglicherweise zur Bindung von 
TPA an Domänen von Proteinen, die hemmende Aktivitäten auf die RasGTP-Akkumulation 
besitzen, oder es könnte die durch zu hohe Dosen an TPA ausgelöste „Hyperaktivierung“ des 
„TPA-Rezeptors“ seine eigene Hemmung auslösen. Der Zeitpunkt des stärksten RasGTP-
Signals liegt zwischen 5-7 Minuten (Abb. 8A). Längere TPA-Stimulationen führen wieder zur 
Verringerung des RasGTP-Signals, was auf eine Gegenregulation zur Ras-Aktivierung 
zurückzuführen sein kann. Diese Daten stimmen mit denen von Marais et al. und Montessuit 
et al. zum Teil überein [125, 141]. Bei diesen Arbeitsgruppen führte die TPA-Behandlung der 
COS7- Zellen bzw. Herzmyozyten ebenso zur Ras-Aktivierung. Allerdings beobachten diese 
einen Anstieg des RasGTPs innerhalb von 60 Minuten [125] bzw. das RasGTP blieb über den 
Zeitraum von 10- 60 Minuten gleich [141]. Eine RasGTP-Abnahme nach 10 Minuten, wie in 
Abbildung 8A war bei ihnen nicht auszumachen. Weiterhin unterscheiden sich die 
verwendeten TPA-Konzentrationen. Marais wählt 40 nM, wogegen Montessuit 1 µM TPA 
zur Stimulation der Zellen benutzt. Die Behandlung der in dieser Arbeit verwendeten COS7-
Zellen mit 40 nM und 1µM TPA zeigten eine ähnliche Kinetik wie die Behandlung mit 100 
nM TPA, jedoch waren die RasGTP-Signale schwächer (Daten nicht gezeigt).  
Wie in meiner Diplomarbeit demonstriert, kommt die TPA-induzierte Ras-Aktivierung in 
COS7-Zellen durch eine Erhöhung des Guaninnukleotid-Austausches am Ras zustande 




Pankreaszellen gemacht [141, 208] und die Vermutung liegt nahe, dass es sich hierbei um die 
Rekrutierung und Aktivierung eines RasGEF der RasGRP-Gruppe durch TPA handelt. Jedoch 
wurde die Expression eines oder mehrerer Mitglieder dieser Gruppe in COS7-Zellen bisher 
nicht bestätigt. Zudem konnte gezeigt werden, dass die RasGRP-abhängige Erk-Aktivierung 
durch dominant-negatives N17-Ras blockiert wurde [127], wogegen die Ras- und Erk-
Aktivierung nach TPA-Stimulation in COS-Zellen nicht durch Expression von N17-Ras 
gehemmt wird [125, 168, 170-172]. Daher ist es unwahrscheinlich, dass RasGRP die TPA-
induzierte Ras- und Erk-Aktivierung in COS7-Zellen vermitteln. Nur der RasGEF Sos wird in 
COS7-Zellen exprimiert und ist daher in diesen Zellen in der Lage den Nukleotidaustausch 
am Ras nach TPA-Stimulation zu vermitteln [211]. Sos wird durch Aktivierung des 
EGFR/Shc/Grb2-Signalweges in die Nähe von Ras gebracht und kann es daraufhin aktivieren. 
Nun konnten mehrere Arbeitsgruppen zeigen, dass TPA-Behandlung in COS-Zellen in einer 
EGFR-und Shc-Tyrosinphosphorylierung mündet [155, 166, 167]. Somit besteht die 
Möglichkeit, dass nach der TPA-induzierten Phosphorylierung von EGFR und Shc Sos, 
welches mit dem Adaptorprotein Grb2 interagiert, rekrutiert wird und den Guaninnukleotid-
Austausch am Ras vermitteln kann. Daher wurden COS7-Zellen zur Prüfung dieser Daten mit 
TPA behandelt und der Phosphorylierungszustand von EGFR und Shc nach TPA-Stimulation 
überprüft. 
 
5.2. TPA transaktiviert den EGFR und führt zu Shc-Phosphorylierung und 
erhöhter Shc/Grb2-Interaktion. 
 
Die TPA-Stimulation von COS-Zellen führte zur Phosphorylierung von EGFR und Shc, was 
zudem in erhöhter Shc/Grb2-Interaktion resultierte (Abb. 9). Die Daten der anderen 
Arbeitsgruppen konnten somit bestätigt werden [155, 166, 167]. Weitere Arbeitsgruppen 
zeigten ebenso TPA-induzierte Shc-Phosphorylierung in Rat1-Fibroblasten [162] oder 
Tyrosin-Phosphorylierung des EGFR in Prostata-Krebs-(PC3-) und epidermale Maus-
(JB6CL41)-Zellen [212, 213]. Zudem konnte in Fao-Ratten-Hepatomzellen eine Aktivierung 
von den EGFR-Familien-Mitgliedern Erb2/Erb3 und ihren nachgeschalteten Signalwegen 
nach TPA-Behandlung beobachtet werden [214]. 
Die in diesem Experiment erhaltenen Daten und die Beobachtungen anderer Arbeitsgruppen 
bestärken die Annahme, dass durch die TPA-induzierte Aktivierung des EGFR-Signalweges 




zu sein, der den Nukleotidaustausch am Ras nach TPA-Behandlung erhöht. Im Widerspruch 
dazu wurden Daten veröffentlicht, die demonstrieren, dass die Expression von dominant-
negativem Ras, welches RasGEFs, wie Sos, blockiert, in COS7-Zellen trotzdem zur Ras-, 
Raf- und Erk-Aktivierung führt [125, 170]. Außerdem stellt sich die Frage, wieso es in Rat1-
Fibroblasten und HEK293-Zellen zur Aktivierung des EGFR/Shc-Signalweges nach TPA-
Stimulation kommt, dies jedoch nicht den Nukleotidaustausch an Ras bzw. die RasGTP-
Akkumulation erhöht [80, 155, 162, 165].  
Die in dieser Arbeit erhaltenen Resultate, dass in COS7-Zellen die Tyrosin-Phosphorylierung 
von EGFR und Shc kontinuierlich innerhalb der 15 Minuten TPA-Stimulation ansteigt, 
wogegen RasGTP schon nach 10 Minuten wieder abnimmt, lassen zudem vermuten, dass es 
zur Gegenregulation der TPA-induzierten RasGTP-Level kommt. Möglicherweise führt die 
EGFR-Phosphorylierung zur Rekrutierung von einem RasGAP in die Nähe von Ras, an dem 
es die GTP-Hydrolyse beschleunigen kann. Eine Verringerung des Guaninnukleotid-
Austausches nach 10 Minuten TPA-Stimulation wurde zudem nicht in diesen Zellen 
beobachtet [245]. Um zu überprüfen, ob die Ras-Aktivierung nach TPA-Stimulation durch 
den EGFR-Signalweg oder durch einen anderen Signalweg vermittelt wird, wurde der EGFR 
mit einem spezifischen Inhibitor gehemmt. 
 
5.3. Der EGFR/Shc-Signalweg ist nicht wichtig für die TPA-ausgelöste 
RasGTP-Akkumulation. 
 
Die Behandlung der COS7-Zellen mit dem spezifischen EGFR-Inhibitor AG1478 und 
anschließender TPA-Stimulation führte zur kompletten Hemmung des EGFR/Shc/Grb2-
Signalweges, die Ras- und Erk-Aktivierung war dagegen kaum blockiert (Abb. 10). Zudem ist 
zu erkennen, dass die basalen RasGTP-, Phospho-Erk-Level und der Tyrosin-
Phosphorylierungsstatus von EGFR und Shc durch AG1478 gehemmt wurden (Abb. 10). 
Dieses Ergebnis führt zu der Annahme, dass die basale Aktivität des EGFR essentiell für den 
Erhalt der basalen Shc-Phosphorylierung, der Shc/Grb2-Interaktion sowie der basalen Ras- 
und Erk-Aktivierung ist, der EGFR jedoch nicht bedeutend für die Vermittlung der TPA 
induzierten Ras- und Erk-Aktivierung ist. Stellt man zudem die absoluten RasGTP-Niveaus 
(Abb. 16A) dem Verhältnis der TPA-induzierten zu dem basalen RasGTP (Abb. 16B) 
gegenüber, fällt auf, dass AG1478 die absoluten RasGTP-Niveaus leicht hemmt. Jedoch wird 




Hemmung durch AG1478 sichtbar und die Netto-Akkumulation an TPA-induziertem RasGTP 
ist nicht beeinträchtigt (Abb. 16B). Dies bestärkt die oben genannte Annahme, dass der EGFR 
nicht der entscheidende Mediator der RasGTP-Akkumulation nach TPA-Behandlung ist.  
Ein Vergleich dieser Daten mit den in der Literatur beschriebenen zeigt gewisse Parallelen, 
aber auch kontroverse Daten. So machte Roudabush et al. die Beobachtung, dass die basale 
Erk-Phosphorylierung AG1478- und CRM197-sensitiv ist, jedoch die TPA-induzierte Erk-
Aktivierung in COS7-Zellen nicht durch AG1478und CRM197 zu hemmen ist, was mit den 
im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Daten übereinstimmt [178]. Zudem wurde in COS-1-
Zellen beobachtet, dass die Basalaktivität von EGFR und von Erk, sowie ihre TPA-induzierte 
Aktivierung AG1478-sensitiv sind [167]. Der Autor argumentiert, dass der EGFR die TPA-
induzierte Erk-Aktivierung vermittelt und beachtet nicht die Hemmung der basalen EGFR- 
und Erk-Aktivität durch AG1478. Zudem ist die Aussagekraft dieser Arbeit vermindert, da 
Kontroll-Blots fehlen und die verwendeten AG1478-Konzentrationen zu hoch sind (5 µM) als 
dass hier von Effekten spezifischer EGFR-Hemmung gesprochen werden kann. Eine 
Publikation in Prostata-Karzinom (PC-3) Zellen zeigt, dass die TPA-induzierte EGFR- und 
Erk-Aktivierung durch AG1478 komplett gehemmt wird, dagegen sind Aussagen über basale 
EGFR- und Erk-Aktivitäten nicht möglich, da diese nicht sichtbar sind [215]. Diese Arbeit 
steht im Kontrast zu den in dieser Arbeit erhaltenen Daten, was möglicherweise auf den 
unterschiedlichen Zelltyp und damit unterschiedliche Signaltransduktion zurückzuführen sein 
kann. Eine weitere Arbeit mit dem EGFR-Inhibitor AG1478 demonstriert, dass der EGFR 
keinen Einfluss auf die Ras- und Erk-Aktivierung nach TPA-Behandlung in AR42J Pankreas-
Zellen besitzt [216]. Die Hemmung des EGFR mit AG1478 in αT3-1 Zellen führt dagegen 
zur starken Abnahme der TPA-induzierten Ras- und Erk-Aktivierung [217], in einer anderen 
Veröffentlichung der gleichen Arbeitsgruppe ist der AG1478-Hemmeffekt auf die TPA-
induzierte RasGTP-Akkumulation jedoch nicht signifikant, außerdem fehlt die Untersuchung 
der Wirkung von AG1478 auf basales RasGTP [166]. Weitere Arbeiten mit steigenden 
Konzentrationen von AG1478 zeigen in vaskulären glatten Muskelzellen (VSMC) von Ratten 
keine Inhibierung [218] und in epidermalen JB6 P+1-1-Mauszellen eine komplette 
Blockierung der Erk-Aktivität nach TPA-Stimulation. Auch führt in EGFR-defizienten JB6 
P+1-1-Mauszellen TPA-Stimulation nicht zur Erk-Aktivierung [212]. Besonders bestätigend 
zu den Beobachtungen, dass AG1478 die basalen RasGTP-Niveaus verringert, sind Daten in 
COS7-Zellen, die eindeutig belegen, dass die basale Guaninnukleotid-Austausch-Rate am Ras 
durch AG1478 gehemmt wird [164]. Weiterhin konnte in COS7-Zellen gezeigt werden, dass 




[245]. Die letztgenannten Daten liefern somit den Beweis, dass der EGFR nicht wichtig für 
die TPA-induzierte Ras-Aktivierung ist und dass TPA Ras über einen RasGEF aktiviert, der 
nicht durch den EGFR/Shc/Grb2-Weg rekrutiert wird. 
Anhand der Vielfalt an verschiedenen Beobachtungen kann man darauf schließen, dass die 
Mechanismen der TPA-induzierten Ras-Aktivierung in diversen Zelltypen variieren bzw. dass 
bei der Interpretation der Daten nicht zwischen basaler und induzierter Ras-Aktivität 
unterschieden wurde. Zudem wird aufgrund anderer zu untersuchender Problematiken und der 
Verwendung der TPA-Stimulation nur als Kontrolle in vielen dieser Veröffentlichungen die 
Aufklärung des dahinterliegenden Mechanismus` nicht weiter vorangetrieben. Aus diesem 
Grund wurden in dieser Arbeit nicht nur ein oder zwei, sondern eine Vielzahl an 
Signalproteinen des EGFR/Erk-Weges analysiert, um mehr Licht in den Mechanismus der 
RasGTP-Akkumulation nach Phorbolester-Behandlung zu bringen. Wie schon weiter oben 
beschrieben, präsentierten sich nach einem umfassenderen Blick auf den EGFR/Erk-Weg 
einige Daten anderer Arbeitsgruppen zum Teil als nicht konsequent untersucht und nicht 
evident. Somit erstaunt es nicht, dass die in dieser Arbeit erhaltenen Resultate der 
Unwichtigkeit des EGFR bei der TPA-induzierten Ras- und Erk-Aktivierung auch in starkem 
Kontrast zu Literaturdaten stehen, die zeigen, dass TPA zur proteolytischen Freisetzung von 
EGF-Liganden und daraufhin zur EGFR-Aktivierung führt, die in RasGTP-Akkumulation 
und/oder Phosphorylierung von Erk resultieren soll [155, 167, 212].  
 
5.4. Proteolytisch freigesetzte EGF-Liganden zeigen keinen Effekt auf die 
TPA-induzierte Ras-Aktivierung. 
 
Einige Arbeitsgruppen präsentierten Ergebnisse, nach denen TPA zur Freisetzung von EGF-
Liganden führt, die in der Lage sind, den EGF-Rezeptor und seinen Signalweg zu 
transaktivieren [155-157]. In der vorliegenden Arbeit wurde die TPA-induzierte Freisetzung 
von HB-EGF bestätigt, jedoch zeigte sich, dass die ersten nachweisbaren Mengen an HB-EGF 
nach 7 Minuten auftraten, zu welchem Zeitpunkt die Ras-Aktivierung schon ihr stärkstes 
Signal erreicht hatte und danach schnell wieder abnahm (Abb. 11A). Die im Medium 
vorhandene Menge an HB-EGF stieg kontinuierlich mit der Zeit an (Abb. 11A), wohingegen 
RasGTP sich nach 10 Minuten verringerte (Abb.8A). Diese Tatsache steht im Kontrast zu der 
Vermutung, dass proteolytisch freigesetzte HB-EGF-Liganden die TPA-induzierte Ras- und 




Blot nicht detektierten Mengen an HB-EGF ausreichen, um den EGFR zu aktivieren und so in 
einer Ras-Aktivierung resultieren können. Zur weiteren Untersuchung, welchen Einfluss diese 
proteolytisch freigesetzten Liganden besitzen, wurde CRM197, eine nichttoxische 
Diphterietoxin-Mutante, verwendet, welches als HB-EGF-Scavenger diente und eine EGFR-
Signalweg-Aktivierung verhindern sollte. Die Behandlung der Zellen mit CRM197 resultierte 
in der Hemmung der basalen RasGTP-, Phospho-Erk-, EGFR-, Shc-Level und Shc/Grb2-
Interaktion und der TPA-induzierten EGFR-, Shc-Tyrosinphosphorylierung und des 
Shc/Grb2-Komplexes. Zudem zeigte sich, dass TPA-induziertes RasGTP und Phospho-Erk 
nicht durch CRM197 hemmbar sind (Abb. 11B/ C). Auch der Vergleich der absoluten 
RasGTP-Level nach TPA-Inkubation gegenüber dem Verhältnis der TPA-induzierten zu den 
basalen RasGTP demonstriert, dass die proteolytisch freigesetzten HB-EGF-Liganden nicht 
als die gesuchten Mediatoren der TPA-induzierten Aktivierung von Ras und Erk in Frage 
kommen (Abb. 16A/B). Hierbei ist jedoch auffällig, dass die TPA-induzierte Netto-Ras-
Aktivierung nach EGFR- und HB-EGF-Hemmung verglichen mit alleiniger TPA-Behandlung 
erhöht ist. Der EGFR und HB-EGF haben jedoch keinen negativen Einfluss auf die TPA-
induzierte Ras-Aktivierung (Abb. 3, 4, 16A). Eine mögliche Erklärung dieser Erhöhung 
könnte darinliegen, dass TPA die Aktivierung einer Ras-Population veranlasst, die nicht auf 
die basale EGFR-Aktivität angewiesen ist. Eine AG1478- als auch eine CRM197-Behandlung 
führt daher zur starken Erniedrigung des gesamten basalen RasGTP, jedoch ist die TPA-
induzierte RasGTP-Akkumulation dadurch nicht beeinträchtigt, was in einer „zu stark“ 
erhöhten Ras-Aktivierung gegenüber dem basalen RasGTP resultiert.  
Vergleicht man die Aussagen der Versuche mit AG1478 und CRM197, so fällt auf, dass die 
proteolytisch freigesetzten EGF-Liganden für den Erhalt der basalen Aktivitäten des EGFR- 
und seines Signalweges zuständig sind.  
Betrachtet man die Literaturdaten, stellt sich heraus, dass in vielen Arbeiten wieder nur der 
EGFR, Shc oder Erk nach TPA-Inkubation untersucht wurden, wogegen Ras kaum Beachtung 
fand [155, 213, 215] . Prenzel et al. zeigten, dass die Tyrosinphosphorylierung von EGFR in 
HEK293 als auch vom EGFR und Shc in COS7-Zellen durch CRM197 hemmbar sind [155], 
Chen demonstriert das Gleiche für den EGFR in COS-1-Zellen [213] und Stewart präsentiert 
eine Hemmung der basalen Erk-Aktivität und der TPA-induzierten Erk-Aktivierung durch 
CRM197 in PC3-Zellen [215]. Die Daten von Prenzel et al. und Chen et al. stimmen mit den 
im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen überein, doch unterscheiden sich die Schlussfolgerungen 
[155, 213]. Prenzel et al. geht davon aus, dass die TPA-induzierte Transaktivierung des EGFR 




Signalkaskade führt. Allerdings fehlen in seiner Arbeit Beweise, dass die Signalproteine 
dieser linearen EGFR-Erk-Kaskade, wie Ras, aktiviert bzw. durch CRM197 gehemmt 
werden. Wie weiter oben für AG1478 beschrieben, verringert auch CRM197 in COS7-Zellen 
den basalen Guaninnukleotid-Austausch am Ras [164], was wiederum die im Rahmen dieser 
Arbeit präsentierten Daten, dass CRM197 basales RasGTP hemmt, weiter stützt. Zudem zeigt 
CRM197-Behandlung keinen Einfluss auf den TPA-induzierten Guaninnukleotid-Austausch 
am Ras [245], was die Annahme bestärkt, dass proteolytisch freigesetzte EGF-Liganden und 
ebenso der EGFR nicht in die TPA-induzierte Ras-Aktivierung involviert sind. Weitere Daten 
aus Veröffentlichungen bestärken jedoch die Annahme, dass Matrix-Metallo-Proteinasen 
(MMP) an der TPA-induzierten Ras-Aktivierung beteiligt sind. So wurde in COS7-, 
JB6CL41-, COS1- und PC-3-Zellen, die mit MMP-Hemmern, wie Batimastat behandelt 
wurden, eine komplette Hemmung der EGFR- und/oder Shc-Phosphorylierung beobachtet 
[155, 212, 213]. Eine Hemmung von aktiviertem Ras und MEK durch Batimastat ist in 
COS1-Zellen und von aktivierter Erk in JB6Cl41-Zellen [167, 212] gezeigt worden. Jedoch 
fällt bei der Arbeit von Tebar et al. auf, dass die Hemmung der basalen Ras-Aktivität durch 
Batimastat nicht beachtet wird, obwohl es diese zweifellos inhibiert. Gegenteilige Ergebnisse 
zu den in COS1- und JB6Cl41-Zellen präsentierten Daten wurden in αT3-1-Zellen erhalten, 
in denen Batimastat die TPA-induzierte Ras- und Erk-Aktivierung nicht hemmt [217]. Jedoch 
konnte in PC3-Zellen demonstriert werden, dass die Inhibierung des EGFR bzw. das 
Blockieren von HB-EGF mit einem spezifischen Antikörper mit dem Verschwinden der TPA-
induzierten Tyrosinphosphorylierung des EGFR und der Aktivierung von Erk einhergeht 
[212]. Die Wirkung von Batimastat auf die TPA-induzierte Ras- und Erk-Aktivierung in 
COS7-Zellen konnte in dieser Arbeit leider nicht untersucht werden, da der Vertreiber dieser 
Substanz diese nicht zur Verfügung stellen konnte.  
Die im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Daten, dass Ras und Erk nach Phorbolester-
Behandlung aktiviert wurden, obwohl das proHB-EGF-processing und die EGFR-Kinase-
Aktivität gehemmt wurden, deuten daraufhin, dass beide nicht in die TPA-induzierte Ras- und 
Erk-Aktivierung involviert sind. Nur basale RasGTP-Niveaus und die basale Erk-
Phosphorylierung sind AG1478- und CRM197-sensitiv. Diese Daten und die Resultate, dass 
AG1478 und CRM197 zwar die basale Guaninnukleotid-Austausch-Rate am Ras hemmen, 
die TPA-induzierte durch diese Inhibitoren indes nicht berührt wird [245] , bestätigen die 
Annahmen, dass der EGFR wichtig für den Erhalt der basalen Signaltransduktion durch Ras 
und Erk ist, jedoch die TPA-induzierte Aktivierung dieser Proteine nicht vermittelt. Zudem ist 




führen geringer als in anderen Veröffentlichungen, da in dieser Arbeit der komplette 
Signalweg vom EGFR bis Ras analysiert wurde.  
 
5.5. Reaktiven Sauerstoff-Spezies (ROS) sind nicht in die Ras-Aktivierung 
ausgelöst durch TPA involviert. 
 
Aufgrund der nun bewiesenen Annahme, dass EGF-Liganden und der EGFR nicht in die 
RasGTP-Akkumulation nach TPA-Behandlung involviert sind, wurden weitere mögliche 
Aktivierungsmechanismen geprüft. Verschiedene Veröffentlichungen beschreiben TPA-
induzierte Reaktive Sauerstoff-Spezies (ROS)-Bildung und Ras-, Erk-Aktivierung durch ROS 
[158, 183, 184, 219, 220]. Diese mögliche Verbindung wurde in dieser Arbeit näher 
untersucht. Es zeigte sich, dass TPA in der Lage ist, genau wie Wasserstoffperoxid, Protein-
Tyrosin-Phosphatasen (PTPs) transient reversibel zu inaktivieren (Abb. 12A). Somit besteht 
die Möglichkeit, dass die TPA-induzierte Ras-Aktivierung über Hemmung von PTPs durch 
ROS vermittelt wird. Die erhaltenen Resultate demonstrieren, dass die Inaktivierung der PTP 
durch TPA-induzierte ROS-Bildung nicht wichtig für die Ras-Aktivierung ist (Abb. 12) 
Betrachtet man die Aktivierungszustände der verschiedenen Signalproteine des EGFR/Erk-
Weges nach TPA- und Wasserstoffperoxid-Stimulation mit und ohne ROS-Inhibierung, 
bestätigt sich diese Annahme. Der EGFR, Shc und die Shc/Grb2-Wechselwirkung werden 
durch beide Stimuli aktiviert/ausgelöst und sind sensitiv gegenüber ROS-Inhibierung (Abb. 
12C). Dagegen wird die TPA-induzierte Ras- und Erk-Aktivierung nicht durch ROS-
Hemmung beeinträchtigt. Zudem führt Wasserstoffperoxid nicht zu Ras-, sondern nur zu 
schwacher LNAC-sensitiver Erk-Aktivierung (Abb. 12B). Das Fehlen der Ras-Aktivierung 
nach Wasserstoffperoxid-Behandlung und die Insensitivität der TPA-induzierten RasGTP-
Akkumulation gegenüber der ROS-Hemmung demonstrieren, dass ROS in der Ras-
Aktivierung nach Phorbolester-Inkubation nicht involviert sein können. Nur in Jurkat-Zellen 
wurde eine Ras-Aktivierung nach Wasserstoffperoxid-Behandlung beobachtet, doch aktiviert 
TPA Ras in Jurkat-Zellen wohl eher durch den RasGEF RasGRP1 als durch ROS-Bildung 
sodass hier eine Verbindung zweifelhaft ist [129, 184].  
Fasst man alle Daten der vorangegangenen Kapitel zusammen, stellt man fest, dass der EGFR 
kein Bestandteil der Signalwege von TPA zu Ras und Erk darstellt. Die Versuche mit EGFR-, 
HB-EGF- und ROS-Inhibitoren demonstrieren, dass der EGFR durch TPA transaktiviert wird, 




EGFR-Hemmung führte nur zu einer sehr geringen Abnahme des TPA-induzierten RasGTP-
Signals. Zudem zeigte sich, dass in allen drei Untersuchungen die Phorbolester-ausgelöste 
Shc-Tyrosinphosphorylierung und Shc/Grb2-Assoziation ebenso wie die EGFR-
Transaktivierung durch die Inhibitoren gehemmt wurde. Aufgrund der Tatsache, dass TPA 
auch nach Hemmstoffgabe in der Lage war, die Ras-Aktivierung zu induzieren, muß dies über 
einen anderen Signalweg als durch den EGFR, Shc und die Shc/Grb2-Assoziation vermittelt 
werden. Nun konnten zudem einige Arbeitsgruppen beobachten, dass die Phorbolester- 
ausgelöste EGFR-Transaktivierung und Ras-Aktivierung in COS7-Zellen durch PKC-
Inhibitoren gehemmt wurde [125, 155]. Diese Daten wurden dahingehend interpretiert, dass 
TPA zur Ras-Aktivierung via PKC und transaktivierten EGFR führt. Die im Rahmen dieser 
Dissertation erhaltenen Daten zeigen jedoch, dass der EGFR nicht in die TPA-induzierte Ras-
Aktivierung involviert ist. Ferner wurden in einer dieser Arbeiten die Zellen mit hohen 
Konzentrationen eines PKC-Inhibitors behandelt, die auch andere Kinasen hemmen können, 
was die gemachten Beobachtungen in Frage stellt [125, 187, 188, 203]. Aus diesem Grund 
wurden COS7-Zellen mit verschiedenen PKC-Inhibitor-Konzentrationen behandelt, um 
aufzulösen, welche Effekte wirklich der PKC-Hemmung zugeordnet werden können.  
 
5.6. Der Einfluss von Proteinkinase C auf basales RasGTP 
 
Konzentrationen des PKC-Inhibitors BIM I im nanomolaren Bereich, welche als PKC-
spezifisch gelten, resultierten in keiner Erniedrigung des basalen Niveaus an RasGTP und 
stellen damit einen Gegensatz zu den Daten, die mit AG1478 und CRM197 erhalten wurden, 
dar (Abb. 13, 10B, 11B). Die erst ab 4 - 6 µM auftretende Hemmung des basalen RasGTP 
kann als PKC-unspezifisch angesehen werden, da schon 1 µM BIM I mindestens vier weitere 
Kinasen, wie Rsk2, Msk1, p70S6K und GSK-3 inhibiert, die möglicherweise einen Einfluss 
auf die basale Ras-Aktivität haben könnten [187, 188]. Eine Herunterregulation der PKC  
durch verlängerte TPA-Behandlung [221] führte zu leicht erhöhter Ras-Aktivität, welche 
durch hohe BIM I-Konzentrationen hemmbar blieb, jedoch war Ras nicht mehr durch TPA 
aktivierbar. Die Analyse der Lysate der Zellen, welche mit TPA für 24h inkubiert wurden, 
zeigte, dass nur klassische PKC (cPKC) nicht detektierbar waren (Abb. 13). Die Protein-Level 
der neuen (nPKC) und der einen atypischen PKC (nicht gezeigt), die in COS7-Zellen 
exprimiert werden, waren kaum oder nicht im Zelllysat verringert, was zum Teil in Kontrast 




zwischen 70 und 100 Prozent herunterreguliert wurden [221]. Die Beobachtungen der PKC-
Herunterregulation ließen darauf schließen, dass cPKC in die TPA-induzierte Ras-
Aktivierung involviert sind. Jedoch ist zu sagen, dass TPA-Behandlung über 24 Stunden zu 
morphologischen und demzufolge massiven zellulären Veränderungen führt. Die Zellen 
wurden schmaler und bildeten stark verlängerte Zellfortsätze. Diese Beobachtung 
demonstriert zudem, dass die verlängerte TPA-Inkubation zu einer starken Umstrukturierung 
des Zytoskeletts führt. Diese könnte dadurch zustande kommen, dass das RacGAP β-
Chimärin durch TPA zu Phospholipid-Membranen transloziert wird [222] und dies zu 
Zytoskelettänderungen [223] oder Lamellipodien/Filopodien-Formierung [224] führt. 
Weiterhin kann auch genau das Gegenteil eintreten, dass TPA nicht nur in einer 
Herunterregulation von cPKC mündet, sondern, dass auch die zellulären Chimärin-Level 
verringert werden. Diese Vermutung liegt deshalb nahe, da auch für den RasGEF RasGRP 
wie für PKC nach Phorbolester-Behandlung eine Herunterregulation demonstriert wurde 
[225, 226]. Es steht zu vermuten, dass noch weitere Proteine in ihren physiologischen 
Funktionen durch die lange TPA-Behandlung beeinträchtigt wurden und die 
Signaltransduktion der COS7-Zelle derart verändert haben, als dass der Effekt des „Nicht-
Aktivierens“ von Ras nach TPA-Behandlung nur dem Fehlen der cPKC zukommt. Der 
Gegensatz der Wirkung von PKC- gegenüber der EGFR-Tyrosinkinase- und proHB-EGF-
shedding-Inhibierung auf die basale Ras-Aktivität konnte dann auf die TPA-induzierte 
RasGTP-Akkumulation ausgedehnt werden. 
 
5.7. Die Inhibition von PKC führt zur kompletten Blockierung der TPA-
induzierten Ras-Aktivierung. 
 
Untersuchungen mit BIM I offenbarten, dass nanomolare Konzentrationen dieses PKC-
Inhibitors zu einer über 50%igen Hemmung der Aktivitäten der Signalproteine des EGFR-
Ras-Erk-Signalweges nach TPA-Behandlung führten (Abb. 14A). Diese Beobachtungen 
verglichen mit der fehlenden Hemmung der basalen Ras-Aktivität bestätigen, dass PKC die 
„wahren“ Vermittler der TPA-induzierten Ras-Aktivierung sind. Weiterhin bestärken diese 
Tatsache Daten, die demonstrieren, dass geringe Konzentrationen an PKC-Hemmer den 
basalen Nukleotidaustausch am Ras nicht blockieren, der TPA-induzierte GDP/GTP-
Nukleotidaustausch sehr wohl PKC-abhängig ist [245]. Vergleicht man die erhaltenen Daten 




PKC-Abhängigkeit der TPA-induzierten Aktivierung von EGFR/Shc, Ras und Erk beobachtet 
bzw. beschrieben werden [125, 140, 141, 143-145, 155, 166]. Jedoch wurden in einigen 
Publikationen Inhibitor-Konzentrationen über 1 µM verwendet, was wiederum die Frage der 
Spezifität und Glaubwürdigkeit aufwirft. Zudem wird in allen Publikationen der Effekt des 
PKC-Hemmers auf die basale Ras-Aktivität nicht beachtet. In dem hier vorliegenden Fall ist 
dies vernachlässigbar, da nur die Phorbolester-induzierte Ras-und Erk-Aktivierung gehemmt 
wird, doch kann ein Fehlen dieser Kontrollpunkte zu falschen Interpretationen der erhaltenen 
Daten und nicht evidenten Schlussfolgerungen, wie bei AG1478 und CRM197, führen.  
Diese Fehler wurden in dieser Arbeit nicht begangen und es konnte aufgrund der Ergebnisse 
mit AG1478, CRM197 und BIM I zum ersten Mal gezeigt werden, dass die EGFR- und Ras-
Aktivierung nach TPA-Stimulation zwar PKC-abhängig, jedoch beide parallel ablaufende 
Begebenheiten sind, die reine Koinzidenzen darstellen. Bisher wurde davon ausgegangen, 
dass TPA-Stimulation zum Auslösen einer linearen Signalkaskade via PKC führt, die über 
EGFR-Transaktivierung in einer RasGTP-Akkumulation resultiert [166]. 
Daneben lassen diese Daten und die Beobachtungen, dass dominant-negatives Ras nicht die 
TPA-ausgelöste sondern nur die EGF-induzierte Ras-Aktivierung blockiert, vermuten, dass es 
verschiedene Ras-Populationen in COS7-Zellen gibt [244, Daten nicht gezeigt]. Eine Ras-
Population wird über den EGFR nach EGF-Stimulation, die andere durch PKC-Aktivierung 
nach Phorbolester-Behandlung aktiviert. Diese Theorie wird auch dadurch bestärkt, dass die 
basale EGFR-Aktivität für die LPA-induzierte Ras-Aktivierung eine permissive Funktion 
besitzt [164], wogegen die TPA-induzierte EGFR-unabhängig ist. Welche Signalproteine 
PKC phosphoryliert oder mit denen es interagiert, die den Guaninnukleotid-Austausch am 
Ras erhöhen, ist für COS7-Zellen nicht bekannt. Es konnte nur für RasGRP-Isoformen 
gezeigt werden, dass deren Phosphorylierung durch PKC die Aktivität dieser RasGEFs 
erhöhte [130]. Da diese Austauschfaktoren jedoch nicht in COS7-Zellen exprimiert werden, 
bleibt die Frage weiter offen, welcher Austauschfaktor die TPA-induzierte Ras-Aktivierung 
vermittelt. Auch können die im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Daten und die Resultate von 
Rennert et al. nicht ausschließen [245], dass ebenso RasGAP durch TPA-Stimulation 
inaktiviert werden und mit dem Phorbolester-bedingten erhöhten Guaninnukleotid-Austausch 
zur Ras-Aktivierung führen.  
Um die Identität der PKC-Isoform einzugrenzen, welche die Ras-Aktivierung nach TPA-
Behandlung vermittelt, müssten sich Arbeiten mit siRNA anschließen. Diese Experimente 
könnten sich allerdings als schwierig erweisen, da innerhalb der PKC-Familie hohe 




PKC-Isoform-siRNAs, die für die TPA-induzierte Ras-Aktivierung essentielle/n PKC zutage 
fördern. Nach Erhalt der speziellen PKC bestünde die Möglichkeit, deren Interaktionspartner 
und Substrate auf deren Einfluss in der Ras-Aktivierung nach Phorbolester-Inkubation weiter 
zu untersuchen. Aufgrund des zu hohen experimentellen Aufwandes wurde von diesen 
Möglichkeiten Abstand genommen und diese nicht durchgeführt. Kostengünstigere und 
zeitsparende Untersuchungen mit Kinase-inaktiven PKC-Isoformen hätten hier im Gegensatz 
zur Verwendung von siRNA wenig oder keine Aussagekraft, da die gebrauchten 
Konzentrationen an TPA ausreichen würden, die überexprimierten Kinase-inaktiven PKC als 
auch die endogenen Wildtyp-PKC zu zellulären Membranen zu rekrutieren und eine normale 
PKC-Aktivierung zu gewährleisten.  
Eine billige und wenig zeitaufwendige Analyse, welche PKC-Isoform-Gruppe in die TPA-
induzierte Ras-Aktivierung involviert ist, stellt die Untersuchung des Einflusses der Ca2+-
Spiegel dar. Die klassischen PKC benötigen Ca2+ zur vollen Aktivierung, die neuen dagegen 
nicht [112]. Da die Herunterregulation der klassischen PKC zu starken Änderungen der 
Signaltransduktion der Zelle führt, wurde der Hinweis auf eine Involvierung der klassischen 
PKC in die Phorbolester induzierte Ras-Aktivierung mit Hilfe von [Ca2+]-Änderungen, die 
weniger aggressiv für die Zelle sind, näher untersucht.  
 
5.8. Intrazelluläre Ca2+-Konzentration haben nur einen marginalen Einfluss 
auf die TPA-induzierte Ras-Aktivierung. 
 
Eine Erhöhung als auch eine Erniedrigung von Ca2+-Spiegel haben kaum einen Einfluss auf 
die RasGTP-Akkumulation nach Phorbolester-Behandlung. Die RasGTP-Niveaus waren nicht 
signifikant niedriger als nach alleiniger TPA-Stimulation. Demzufolge ist eine Rolle der 
klassischen PKC-Isoformen in der Phorbolester-induzierten Ras-Aktivierung eher 
unwahrscheinlich. Dies wiederum steht im Kontrast zu den Daten, die aus der PKC-
Herunterregulation erhalten wurden. Die Frage bleibt somit offen, welche PKC-Isoform/en 
den/die Vermittler der Ras-Aktivierung durch TPA darstellt/en. 
Weiterhin stellt sich bei Betrachtung des Einflusses der intrazellulären Ca2+-Konzentration die 
Frage, ob Diacylglycerol, das physiologische Analogon zu den Phorbolestern, die gleichen 
zellulären Effekte auslöst wie TPA. Aufgrund der Tatsache, dass DAG-Bildung eng 
verbunden mit der Erhöhung des Ca2+-Spiegels ist und beide second messenger bezüglich der 




eventelle modulatorische Einflüsse der „Ca2+ - Seite fehlen. Diese scheinen allerdings nicht 
von großer Bedeutung für die Ras-Aktivierung zu sein, da BAPTA/AM und 50 ng/ml an 
Ionomycin die TPA-induzierte Ras-Aktivierung nicht beeinträchtigten. Jedoch führte eine 
zehnfach höhere Konzentration an Ionomycin zur Abnahme des RasGTP-Signals (Daten nicht 
gezeigt). Diese Beobachtung könnte sich dadurch erklären, dass die stark erhöhten Ca2+-
Spiegel zur Rekrutierung und Aktivierung des RasGAP CAPRI (Ca2+-promoted Ras-
inhibitor) führt, welches in der Umsetzung von aktivem in inaktives Ras resultiert [229]. Eine 
eingehendere Untersuchung des Einflusses der intrazellulären Ca2+-Spiegel zusammen mit 
DAG-Stimulation ist daher wichtig, um weitere Einblicke in die physiologischen Funktionen 
der beiden second messenger zu ermöglichen, die zur Ras-Aktivierung führen. 
Ferner müsste untersucht werden, welche physiologischen Stimuli in COS7-Zellen zur 
Entstehung von DAG führen und auch Ras aktivieren. Eine Involvierung der PLCγ, welche 
durch EGFR-Autophosphorylierung nach EGF-Ligandenbindung rekrutiert und aktiviert wird 
[230-232], kann höchstwahrscheinlich ausgeschlossen werden, da der EGFR nicht an der 
TPA-induzierten Ras-Aktivierung beteiligt ist. Mögliche Kandidaten, die eine Bildung von 
DAG und die daraus resultierende Aktivierung von Ras ermöglichen können, stellen die 
PLCβ-Isoformen dar, welche durch α-Untereinheiten der Gq-Klasse der G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren aktiviert werden [233]. Diese Annahme wird durch Daten bestärkt, in 
denen Gonadotropin releasing hormone (GRH) über seinen Gq-gekoppelten Rezeptor in αT3-
1-Zellen zur Aktivierung von Ras und Erk führt, die jedoch, wie nach TPA-Stimulation in 
COS7-Zellen, nicht AG1478- aber PKC-Inhibitor-sensitiv sind. Zudem wird GRH-induzierte 
Erk-Aktivierung nicht durch Expression von dominant negativen EGFR und nur zu 30% 
durch die Expression von N17-Ras geblockt [234]. Ebenso konnte die Aktivierung von Erk 
durch Stimulation von Gq-gekoppelten α1B-adrenergen oder M1 muscarin-cholinergen 
Rezeptoren in COS7-Zellen beobachtet werden, die nicht durch N17-Ras, aber durch PKC-
Inhibitoren zu hemmen sind [169]. Allerdings gibt es auch Daten aus COS7- und HEK293-
Zellen, die zeigen, dass die Erk-Aktivierung nach Stimulation des α1B-adrenergen Rezeptors 
durch N17-Ras und die GRH-induzierte Ras-und Erk-Aktivierung durch AG1478 und N17-
Ras hemmbar sind [166, 235]. Somit kann keine klare, wie für TPA erhaltene, Aussage 
darüber gemacht werden, ob die Stimulation von Gq-gekoppelten Rezeptoren zur EGFR-
unabhängigen Ras- und Erk-Aktivierung führt. Aus diesem Grund sollten sich weitere 
Untersuchungen anschließen, um aufzuklären, ob physiologische Stimuli, die zur DAG-





5.9. Der MEK-Inhibitor PD98059 erhöht die TPA-induzierte Ras-Aktivierung. 
 
Die Ras-Aktivierung wird nach Insulin- und EGF-Stimulation durch einen Feedback-
Mechanismus durch Erk gehemmt [189-192]. Nun stellte sich die Frage, ob die Ras-
Aktivierung nach TPA-Zugabe ebenso einen der vorgeschlagenen Mechanismen durchläuft 
[191, 192, 198-200]. Die COS7-Zellen wurden daher mit einem MEK-Inhibitor behandelt, der 
die Aktivierung der Erk und seines Substrates Rsk2, welche beide als „Sos-Kinasen“ 
beschrieben wurden, hemmen sollte [197]. 
Die Daten zeigen eindeutig, dass dieselbe Feedback-Hemmung am Ras nach TPA-
Behandlung auftritt (Abb. 18A). Nach Inhibierung von MEK ist keine Beteiligung des EGFRs 
und Shc an der erhöhten Ras-Aktivierung nach TPA-Behandlung zu erkennen, nur die 
Shc/Grb2-Interaktion ist leicht erhöht (Abb. 18B), wie dies auch andere Arbeitsgruppen schon 
beobachteten [192, 198, 199, 201, 202]. Diese geringe Erhöhung der Shc/Grb2-Interaktion 
könnte zur erhöhten RasGTP-Akkumulation führen. Die Untersuchung der Interaktion 
zwischen Sos und Grb2 demonstriert, dass die MEK-Inhibierung keinen Einfluss auf die 
Grb2/Sos-Wechselwirkung besitzt, was einen Unterschied zu mehreren Publikationen darstellt 
(Abb. 18C) [189, 191, 192, 198, 200]. Im Gegensatz zu Daten anderer Arbeitsgruppen führt 
die MEK-Inhibierung zwar zu erhöhter RasGTP-Akkumulation, jedoch ist diese nicht auf 
verringerte Sos-Phosphorylierung zurückzuführen, da der Sos mobility shift trotz MEK-
Hemmung weiter besteht [189, 190]. Demzufolge kann die von vielen Arbeitsgruppen 
beschriebene verringerte Affinität des Grb2/Sos-Komplexes aufgrund des phosphoryliertem 
Sos gegenüber Shc und EGFR nicht die Feedback-Hemmung am Ras bedingen [192, 198, 
199, 201, 202]. Sehr interessant ist zudem, dass der EGFR nicht die TPA-induzierte Sos-
Phosphorylierung und Ras-Aktivierung vermittelt (Abb. 18C und 3B), wogegen PKC das 
Spiegelbild zum EGFR darstellen (Abb. 15 und 18C). Deren Inhibierung führt zur Verlust des 
Sos mobility shifts und der TPA-induzierten Ras-Aktivierung. Demzufolge könnte die PKC-
vermittelte Sos-Phosphorylierung die Ras-Aktivierung nach Phorbolester-Behandlung 
bewirken. Wie PKC die Sos-Phosphorylierung vermittelt, ist unbekannt, indes konnte 
beobachtet werden, dass PKC Sos nicht phosphorylieren können [202]. Die gesuchte Kinase 
müsste zudem eine Phosphorylierung der gesamten Sos-Population bewirken, da in 
Abbildung 18C zu erkennen ist, dass Sos nur eine Bande im SDS-PAA-Gel ergibt. Eine 
mögliche „Sos-Kinase“ stellt Abl dar, welche in COS7-Zellen zur Tyrosinphosphorylierung 
von Sos führt, allerdings wurden diese Beobachtungen nach EGF-Stimulation gemacht [236]. 




Stimulation phosphoryliert werden, könnte man eine tryptische Phosphopeptid-Auftrennung 
(mapping), wie sie von Corbalan-Garcia et al. durchgeführt wurde, vornehmen [194]. 
Zur Prüfung, ob Sos in die TPA-induzierte Ras-Aktivierung involviert ist, könnte man die 
Zellen parallel mit AG1478 und PD98059 behandeln. Eine Erhöhung des RasGTP-Niveaus 
würde darauf hindeuten, dass Sos involviert ist, jedoch durch andere Signalwege als den 
EGFR/Shc/Grb2-Weg rekrutiert wird. Ein möglicher Kandidat wäre die Fokale 
Adhäsionskinase (FAK), die z.B. in Swiss 3T3-Fibroblasten und humanen Hepatomzellen 
nach TPA-Behandlung an Tyrosinen phosphoryliert wird und als Plattform für Grb2 dienen 
könnte [237]. Eine weitere mögliche Plattform für eine Grb2/Sos-Komplex-Interaktion 
könnten tyrosinphosphorylierte PKC darstellen. In COS7-Zellen konnte gezeigt werden, dass 
PKC nach Wasserstoffperoxid-Behandlung an Tyrosinen phosphoryliert werden [238-240]. 
Allerdings führte H2O2 in COS7-Zellen nicht zur Ras-Aktivierung. Indes könnte TPA auch 
diese Phosphorylierung an PKC stimulieren. Die Aktivierung von Ras nach TPA-Behandlung 
könnte daher über diesen unkonventionellen Mechanismus vermittelt werden. Jedoch bleibt 
die wichtige Frage bestehen, welcher RasGEF die TPA-induzierte Ras-GTP-Akkumulation 
ausführt. Die Mitglieder der RasGRP- und RasGRF-Gruppe scheiden aufgrund fehlender 
Expression in diesen Zellen aus [126, 127, 129, 211]. Sos ist somit der einzige in COS7-
Zellen exprimierte RasGEF und die Ähnlichkeit der Muster der TPA-induzierten Sos-
Phosphorylierung und Ras-Aktivierung aus Abbildung 10B, 15 und18C lassen vermuten, dass 
phosphoryliertes Sos die TPA-induzierte Ras-Aktivierung bedingt. Möglicherweise führt die 
Phosphorylierung von Sos zu verringerter Affinität gegenüber dominant negativem N17-Ras 
oder seine Lokalisation unterscheidet sich von der des N17-Ras, sodass phosphoryliertes Sos 
nicht durch N17-Ras blockiert wird und Ras aktiviert werden kann. Um die Rolle von Sos in 
der Ras-Aktivierung nach Phorbolester-Stimulation weiter aufzuklären, müsste untersucht 
werden, ob dominant negatives Ras den Guaninnukleotidaustausch am Ras nach TPA-
Behandlung beeinträchtigt. Dies gäbe Auskunft darüber, ob RasGTP immer noch aufgrund 
eines RasGEF akkumuliert oder die Hemmung eines RasGAPs die RasGTP-Akkumulation 
bedingt. 
Eine Veröffentlichung von Matallanas et al. legt nahe, dass S17N-Ha-Ras die Aktivierung 
aller drei Ras-Isoformen durch EGF blockiert, da es zusammen mit ihnen dieselbe 
Membranlokalisation aufweist und dort den einzigen in COS7-Zellen bisher nachgewiesenen 
RasGEF Sos blockiert [211, 241, 242]. Möglicherweise sorgt aber auch TPA dafür, dass ein 
großer Teil vom Ras nicht mehr in den Membrandomänen wie S17N-Ha-Ras lokalisiert ist 




überprüfen, könnte man Sos und S17N-Ras mit einem Fluoreszenzmarker koppeln, beide 
transient co-transfizieren und FRET-Messungen nach EGF- und TPA-Stimulation 
vergleichen. 
 
5.10. BIM I-sensitive Kinasen neben PKC haben keinen Einfluss auf die 
RasGTP-Akkumulation ausgelöst durch TPA. 
 
Aufgrund der Tatsache, dass in in vitro-Studien gezeigt wurde, dass BIM I nicht nur PKC 
hemmen kann, sondern auch Rsk2, Msk1, p70S6K, PDK1 und GSK-3, wurden deren Einfluss 
auf die TPA-induzierte Ras-Aktivierung sowohl pharmakologisch als auch mit Hilfe von 
Überexpression untersucht. Hierbei stellte sich heraus, dass Rsk2, p70S6K, GSK-3 und PDK1 
nicht in diese Reaktion involviert sind. Somit ist die PKC-Spezifität für die TPA-induzierte 
Ras-Aktivierung gesichert und PKC stehen als einzige, „wahre“ Vermittler dieser Reaktion 
fest.  
 
5.11. TPA induziert EGFR-abhängig die Serin-Phosphorylierung von Akt. 
 
In dieser Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass TPA in der Lage ist die 
Phosphorylierung des Serin473 der Kinase Akt in COS7-Zellen zu induzieren. Akt wird durch 
PDK1 am Threonin 308 und durch den rictor/mTOR-Komplex am Serin473 phosphoryliert 
[241, 242]. Damit diese Reaktionen ablaufen können, muss die PI3-Kinase aktiv sein, PI(4,5)-
P2 zu PI(3, 4, 5)-P3 phosphorylieren, welches durch die PH-Domäne der PDK1 gebunden 
werden kann, woraufhin PDK1 Akt phosphoryliert. Anschließend kann rictor/mTOR das 
Serin 473 von Akt phosphorylieren. 
Die Inhibierung der PI3-Kinase durch LY294002 hemmte nicht die TPA-induzierte Ras-
Aktivierung, aber führte zur Hemmung der Akt-Phosphorylierung nach Phorbolester-
Stimulation (Abb. 20A). Weiterhin resultierte die Hemmung von PKC und vom EGFR in der 
kompletten Inhibierung der TPA-induzierten Akt-Phosphorylierung am Serin 473 (Abb. 20B, 
Daten nicht gezeigt). Diese Resultate demonstrieren, dass die PKC, der EGFR und die PI3-
Kinase die TPA-induzierte Serin-Phosphorylierung am Akt vermitteln und stehen somit im 
Kontrast zu der TPA-induzierten Ras-Aktivierung, die EGFR- und PI3-Kinase unabhängig ist 




vermuten lassen, dass eine TPA-induzierte Ras-Aktivierung nicht zur PI3-Kinase-Aktivierung 
in COS7-Zellen führt, da nach AG1478-Behandlung der Zellen TPA zwar in einer Ras-
Aktivierung, aber nicht in einer Serin-Phosphorylierung von Akt resultiert.  
 
Abschließend kann man sagen, dass die Daten dieser Arbeit zwar nicht zur Aufklärung des 
Mechanismus` der TPA-induzierten Ras-Aktivierung führte, jedoch liefert sie einen sehr 
wertvollen Beitrag zum Verständnis der EGFR-Transaktivierung und der TPA-induzierten 
Ras- und Erk-Aktivierung. Die Ergebnisse zeigen, dass eine eingehendere Untersuchung von 
Signalwegen vonnöten ist, um nicht falschen Schlussfolgerungen aufzuliegen.  
TPA führt zwar, wie auch andere Arbeitsgruppen beobachteten, zur EGFR-Aktivierung, 
jedoch konnten die drei Untersuchungen in Kapitel 4.3., 4.4. und 4.5. belegen, dass der EGFR 
die TPA-induzierte Ras-Aktivierung nicht vermittelt und der EGFR nur für den Erhalt an 
basalem RasGTP essentiell ist. Ebenso demonstrieren diese Daten und die aus den Kapiteln 
4.6. und 4.7., dass die TPA-induzierten Aktivierungen von EGFR und Ras via PKC verlaufen, 
es sich hierbei aber um parallele Ereignisse handelt. Diese Daten stehen im Kontrast zum 
allgemeinen Bild TPA-bedingten EGFR-Transaktivierung, welche daher neu interpretiert 
werden muss.  
In serum-gehungerten COS7-Zellen ist die basale EGFR-Aktivität wichtig für den Erhalt 
eines konstitutiven RasGEF-Systems, welches für die LPA-induzierte Ras-Aktivierung eine 
permissive Funktion erfüllt, für die TPA-ausgelöste jedoch nicht essentiell ist. TPA führt via 
PKC zur Aktivierung einer Ras-Population, die sich von der durch EGF- und LPA-aktivierten 
unterscheidet. Diese Daten werden dadurch unterstützt, dass dominant negatives N17-Ras 
nicht die TPA-induzierte, indes die EGF-bedingte Ras- und Erk-Aktivierung in diesen Zellen 
hemmen kann. Zudem ist die Ras-Aktivierung nach TPA-Behandlung kein Resultat der PKC-
abhängigen, MMP-vermittelten EGFR-Transaktivierung. Es handelt sich hier nur um das 
Zusammentreffen zweier parallel ablaufender Reaktionen. Die EGFR-Transaktivierung führt 
somit nicht zur Aktivierung des Ras/Erk-Signalweges, dagegen vermittelt diese die 
Phosphorylierung von Akt am Ser473. Welches Signalprotein außer PKC die Ras-Aktivierung 
vermittelt, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht aufgeklärt werden, jedoch scheint 
phosphoryliertes Sos an dieser Reaktion beteiligt zu sein. In Abbildung 21 sind die Daten 








Abbildung 21: Schematische Darstellung der TPA-induzierten Signaltransduktion zu Ras und dem EGFR in 
COS7-Zellen. Wegen der Übersichtlichkeit sind zwei EGFR-Populationen gezeigt. Die eine wird durch TPA via PKC, 
ROS und Freisetzung an HB-EGF transaktiviert, die andere ist für den Erhalt des basalen RasGTP wichtig. TPA führt 
daneben via PKC und einen RasGEF (möglicherweise phosphoryliertes Sos) zur Ras-Aktivierung. Basales und TPA-
induziertes RasGTP vereinen sich dann zum gemessenen Gesamt-RasGTP. Zudem führt EGFR-Transaktivierung zur 
Phosphorylierung von Akt am Ser473. Einen Beweis für verschiedene EGFR-Populationen liefert diese Arbeit allerdings 
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